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Introduccion

Este libro retine los Trabajos Finales elaborados por los
estudiantes que completaron la Practica Profesional
Obligatoria (PPO) en diversos efectores publicos y privados
de nuestra ciudad y del Gran Rosario. A lo largo de este
trayecto formativo, los docentes de nuestra Facultad
desempefiaron un rol fundamental como tutores
académicos, brindando acompafiamiento y orientacion que
resultaron claves para la construccion y el desarrollo de los
trabajos presentados, en los que los estudiantes plasmaron
los aprendizajes y experiencias adquiridas en el ambito
profesional.

Asimismo, la activa participacion de otros profesionales
—co-formadores en cada laboratorio— enriquecio
significativamente tanto la formacion de los estudiantes
como la elaboracion de sus producciones finales.

Cada Trabajo Final consta de dos instancias: la
presentacion de un documento escrito y su
correspondiente defensa oral mediante la exposicion de un
poster. Los estudiantes de la cohorte 2024 realizaron esta
defensa durante la Jornada Educativa de la FCByF-UNR,
celebrada el 6 de septiembre de 2024.
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Péster

EL IMPACTO DE LAS DISLIPEMIAS EN
SFBIO LOS CONDUCTORES DE bB
N TRANSPORTE PUBLICO

Serra, Lara'; Simén Alcala, Karen'; Carena, Hugo?; Zanich, Mirko?; Riego, Carlos?; Casadei, Walter?;
Falena, Gerardo?; Tosello, Maria Elena’.

1Facultad de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas, UNR. ZLaboratorio de Analisis Bioquimicos, LAB.

PRESENTACION

OBJETIVO: en este trabajo se intenta visualizar como puede influir la actividad laboral en los trastornos
metablicos como las dislipemias.

Trabajamos con 277 resultados de analisis clinicos de individuos de sexo masculino, conductores de UTA, en
un rango de edad entre 30 y 60 afios, durante un periodo de 6 meses.

RESULTADOS
Recuento de trigliceridos * Colesterol total: 856% de los pacientes
presentaron valores menores a 200 mg/dL (valor
de referencia) y el 14,4% (40/277) presentaron
e hipercolesterolemia
Hipertrigliceridemia « Colesterol LDL: se presentaron valores mayores.
100 /277 a 100 mg/dL (valor de referencia) en el 412%
(valor deseable <150mg/dL) (114/277)

+ Colesterol HDL: se presentaron valores menores

40 mg/dL en el 71,8% (199/277). Valor de

@ Valoraterado @ Valor deseable referencia 260 mg/dL..

Recuento de TRIGL alterado + c-HDL bajo  Recuento de TRIGL alterado y c-LDL alto  Recuento de Col alto + TRIG alterado

88/277 a1277 a7% 241277

o1%

Recuento de TRIGL altrado, HOL bajo y LOL Recuento de HDL bajo y LDL alto

24277 721277

o7

Valores promedios entre triglicéridos y cole

por rango etario

terol total

Al comparar de acuerdo a la edad es importante
destacar que, en el valor de triglicéridos, es donde

se observé mayor variacién, principalmente entre _
o5 40y 55 afios. "o I

CONCLUSIONES

Se abservo que los conductores poseen una gran prevalencia de poseer dislipemias, en cualquiera de sus
tipos; lo cual se agrava en aquellos que, presentan mayor sedentarismo, enfermedades previas, dietas pocas
saludables, jomadas largas de trabajo, horarios irregulares, pocas comodidades y elevados niveles de estrés.
Al momento de la toma de la muestra, la anamnesis al paciente es importante, de acuerdo a su tipo de dieta,

medicamentos que tomay si posee enfermedades previas, para poder ofrecerle un informe de resultados

adecuado, asentando la informacién en Ia historia clinica del mismo para futuros analisis bioquimicos.

Descargar el poster completo https://hdl.handle.net/2133/29255
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e PRESENTACION:

En este trabajo se intenta visualizar cdmo puede influir la actividad laboral sedentaria de los
conductores de transporte publico y relacionarlo con los trastornos metabdlicos como las
dislipemias. A través de este analisis, buscamos comprender mejor los factores subyacentes
y las complicaciones para la salud.

Para la realizacion del mismo, trabajamos con 277 resultados de analisis clinicos ( colesterol
total, HDL y LDL) de individuos de sexo masculino, conductores de UTA, en un rango de edad
entre 30 y 60 aifos, durante un periodo de 6 meses. Dichos resultados se analizaron
mediante graficos, que fueron comparados con lo que se encontré en la bibliografia

consultada, y en general arrojé un resultado variado.

MARCO TEORICO:
1. Dislipemias:

La dislipemia es una alteracion en las concentraciones plasmaticas de lipidos y/o
lipoproteinas.

Es un factor de riesgo asociado a enfermedad cardiovascular aterosclerética.

El riesgo de enfermedad cardiovascular aumenta con los niveles plasmaticos de colesterol,
por lo que el diagndstico precoz de las dislipemias y su clasificacién certera, permiten

implementar estrategias de prevencién y/o tratamiento adecuados a cada paciente.

Las dislipemias pueden ser clasificadas teniendo en cuenta diferentes criterios.
A. Segun el perfil lipidico

e Hipercolesterolemia aislada: aumento del colesterol total a expensas del
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL).

e Hipertrigliceridemia aislada: aumento de los triglicéridos de origen enddgeno,
exdgeno, o ambos.

e Hiperlipemia mixta: aumento del colesterol total y los triglicéridos.

e Hipoalfalipoproteinemia: disminucion del colesterol de las lipoproteinas de
alta densidad (C-HDL).

B. Segun la etiologia



Primarias: Son dislipemias de causa genética.
Adquiridas: Son producidas por situaciones que derivan de hdabitos
incorporados por el paciente.

Secundarias: Son consecuencia de la presencia de otra patologia de base.

C. Segun Fredrickson-OMS: Esta clasificacion también llamada fenotipica, se basa en el

lipido y lipoproteina aumentados.

2. Diagndstico de las dislipemias

a) Perfil basico de lipidos y lipoproteinas:

En todos los adultos mayores de 20 afios, el primer estudio debe comprender las

siguientes determinaciones:

Triglicéridos: se considera a la hipertrigliceridemia como un factor de riesgo
de enfermedad cardiovascular. A su vez, en distintas situaciones clinicas el
aumento en los niveles plasmaticos de triglicéridos se correlaciona con la
presencia de lipoproteinas modificadas con potencial aterogénico elevado,
como ser LDL pequefias y densas. El valor éptimo para los triglicéridos es
menor de 150 mg/dl.

Colesterol total: El valor de colesterol total aislado, salvo que se encuentre
francamente aumentado, aporta poca informacién en cuanto a la evaluacién
del riesgo cardiovascular.

C-LDL: Si bien puede calcularse mediante la férmula de Friedewald. No
obstante, se acepta que esta férmula puede utilizarse si el valor de
concentracion de triglicéridos es menor de 200 mg/dl.

C-HDL: Un gran numero de estudios clinicos demuestra una correlacién

negativa entre el C-HDL y la incidencia de enfermedad aterosclerdtica.

b) indices de riesgo aterogénico:

e Colesterol total/C-HDL: este indice, también llamado de Riesgo Aterogénico o de

Castelli, permite pronosticar el riesgo de enfermedad cardiovascular.

® C-VLDL/Triglicéridos: este indice permite estimar la calidad de las VLDL.



e Triglicéridos/C-HDL: cuando este indice es = 3,5 puede ser utilizado como marcador
de resistencia insulinica y del predominio de las LDL pequefias y densas, altamente

aterogénicas. *

3. Factores de riesgo asociados con las dislipemias.

1. Dieta poco saludable: Consumir alimentos ricos en grasas saturadas y grasas trans
puede aumentar el riesgo de dislipemia.

2. Falta de actividad fisica: La falta de ejercicio regular puede contribuir al desarrollo de
niveles anormales de lipidos en la sangre.

3. Obesidad o sobrepeso: El exceso de peso corporal, especialmente cuando se
acumula alrededor de la cintura, puede aumentar el riesgo de dislipemia.

4. Consumo de alcohol: Puede aumentar los niveles de triglicéridos en la sangre.

5. Tabaquismo: Fumar cigarrillos puede reducir los niveles de colesterol HDL y
aumentar el riesgo de desarrollar dislipemia.

6. Genética

7. Enfermedades subyacentes: Condiciones como la diabetes, el hipotiroidismo vy
algunas enfermedades del higado pueden aumentar el riesgo de dislipemia.

8. Estrés: El estrés cronico puede afectar los niveles de lipidos en la sangre y aumentar
el riesgo de dislipemia.

9. Medicamentos: Algunos medicamentos, como ciertos anticonceptivos orales,
esteroides, diuréticos y betabloqueantes, pueden influir en los niveles de lipidos en

la sangre.

4. Consecuencias para la salud y calidad de vida asociados a dislipemias:

1. Enfermedad coronaria: La acumulaciéon de colesterol LDL en las arterias puede
provocar la formacién de placas, lo que aumenta el riesgo de enfermedad coronaria,
incluidos ataques cardiacos y angina de pecho.

2. Hipertensidon arterial: Los altos niveles de triglicéridos y colesterol LDL estan
asociados con un mayor riesgo de hipertensidn arterial, lo que aumenta alin mas el

riesgo de enfermedades cardiovasculares.



3. Accidente cerebrovascular: Las placas formadas por la acumulacion de lipidos
pueden desprenderse y obstruir el flujo sanguineo al cerebro, aumentando el riesgo
de accidente cerebrovascular.

4. Enfermedad vascular periférica: La acumulacién de placa en las arterias de las
piernas puede reducir el flujo sanguineo, lo que puede provocar dolor al caminar y,
en casos graves, aumentar el riesgo de gangrena y amputacion.

5. Pancreatitis: Los niveles elevados de triglicéridos en la sangre pueden aumentar el
riesgo de pancreatitis aguda.

6. Enfermedad hepatica grasa no alcohédlica (EHGNA): La dislipemia, especialmente
cuando se asocia con obesidad y resistencia a la insulina, puede contribuir al
desarrollo de EHGNA, una afeccién en la que se acumula grasa en el higado.

7. Diabetes tipo 2: La resistencia a la insulina, que puede estar relacionada con la
dislipemia, es un factor de riesgo importante para el desarrollo de diabetes tipo 2.

8. Sindrome metabdlico: La combinacién de obesidad abdominal, hipertensién, niveles
anormales de lipidos y resistencia a la insulina aumenta el riesgo de enfermedades

cardiovasculares y diabetes tipo 2. 2

DISCUSION Y CONCLUSIONES:

Se compararon resultados de analisis bioquimicos de 277 pacientes conductores de
transporte publico, de la obra social UTA, para los cuales se evaluaron colesterol total,
triglicéridos, colesterol HDL y colesterol LDL.

Se analizd la probabilidad de dislipemias en estos pacientes y los problemas que las mismas
pueden causar a la salud.

Con los diferentes resultados se construyeron graficos comparativos entre los valores

normales y los valores alterados.



Recuento de Col total Recuento de trigliceridos

@ Valor deseable @ Valor alto @ Valor alterado @ Valor Normal
Recuento de C-LDL Recuento de C- HDL
@ valoroptimo @ valor alto @® \‘aloralterado @ valordeseable

Para cada recuento se calcularon los porcentajes entre pacientes que poseen valores dentro
de los 6ptimos y aquellos con valores alterados, referidos a los valores normales dados por
la superintendencia de servicios de salud.?

Para colesterol total se obtuvo que el 85,6% de los pacientes poseen valores menores a 200
mg/dL lo cual se determina como valor deseable y el 14,4% poseen hipercolesterolemia, el
63,9% posee valores de triglicéridos menor a 150 mg/dL siendo un valor normal, 58,8%
presenta colesterol LDL menor a 100 mg/dL y solo el 28,2% del total de los casos evaluados
obtuvieron valores de colesterol HDL mayor o igual a 40 mg/dL, considerandose un valor
alto como protectivo.

Es importante destacar que de las diferentes dislipemias®, se presentaron:

e Hipertrigliceridemia en el 36,1% de la poblacidn total evaluada.



Recuento de TRIGL alterado + ¢c-HDL bajo

@ Trig Alterado+ c-HDL bajo @ Uno o ninguno alterado

e Hipertrigliceridemia con C-HDL bajo en el 31,8% de la poblacién total, recordando

que un HDL bajo indica un mayor riesgo aterogénico.

Recuento de TRIGL alterado y c-LDL alto

@ Trig Alterado+ c-LDL alto @ Uno o ninguno alterado

e Hipertrigliceridemia con C-LDL elevado, obteniendo alteracion en el 14,8% de la

poblacidn total.

Recuento de TRIGL alterado, HDL bajo y LDL alto

@ Trig Alterado,c-LDL alto,C-HDL bajo @ Uno o ninguno alterado



e Hipertrigliceridemia con c-LDL alto y c-HDL bajo, se presenta en el 12,3% de la

poblacién estudiada.

Recuento de HDL bajo y LDL alto

@® c-HDLbajoyc-LDLalto @ Uno o ninguno alterado

e C-LDL alto y C-HDL bajo, se presenta en el 26% de la poblacién.

Recuento de Col alto + TRIG alterado

@ Uno oninguno alterado @ Trig Alterado+Col Alterado

® A su vez, se obtuvo que, del total de la poblacidn estudiada un 8,7% poseen tanto

colesterol alto como triglicéridos alterados.
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Al comparar de acuerdo a la edad es importante destacar que, en el valor de triglicéridos, es
donde se observd mayor variacion, siendo destacable que entre los 40 y 55 afios, los

pacientes presentaban en promedio valores mayores a 150 mg/dL.

Se concluyd con los resultados obtenidos, que los conductores poseen una gran prevalencia
de poseer dislipemias, en cualquiera de sus tipos con lo cual esto se agrava en aquellos que,
presentan mayor sedentarismo, enfermedades previas, dietas pocas saludables, jornadas
largas de trabajo las cuales son en promedio de 8 horas pero en algunos casos pueden
extenderse, horarios irregulares, pocas comodidades y elevados niveles de estrés. Un dato
importante a tener en cuenta, es que el trafico congestionado puede generar una gran
frustracion cuando se tienen que cumplir horarios estrictos. A su vez el trato de los pasajeros
también influye, a menudo tienen que lidiar con situaciones desafiantes, de disconformidad

o diferentes interacciones negativas, aumentando los niveles de estrés.

PERSPECTIVAS:

Al momento de la toma de la muestra, la anamnesis al paciente es importante, de acuerdo a
su tipo de dieta, medicamentos que toma y si posee enfermedades previas, para poder
poder ofrecerle un informe de resultados adecuado, asentando la informacién en la historia
clinica del mismo para futuros analisis bioquimicos.

Ante la gran cantidad de casos con hipertrigliceridemias, evaluamos la posibilidad de que los



pacientes a su vez, puedan poseer diabetes, esto no pudo ser confirmado debido a que, no
pudimos obtener valores de hemoglobinas glicosiladas en seguimiento del paciente, por lo
tanto descartamos esta posibilidad.

Como comentario final, es importante que los conductores mantengan un estilo de vida
saludable, que incluya una dieta equilibrada, ejercicio regular y evitar habitos como fumary
beber en exceso, para reducir el riesgo de dislipemia y otras enfermedades cardiovasculares.
Ademas, los chequeos médicos regulares pueden ayudar a identificar y abordar cualquier

problema de salud relacionado con los lipidos en la sangre.

10
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DESCRIPCION DE LA ESPECTROFOTOMETRIA .
DE ABSORCION ATOMICA EN UN IBC
LABORATORIO BIOQUIMICO
Scataglini, Molys'; Ostera, Delia?; Hernandez, Malén'
‘Facultad de Cs. Bi i y i UNR. 2IBC L Instituto de Bi ica Clinica de Rosario.

$FBIOv

LABORATORIO!

Durante mis practicas en el laboratorio IBC, tuve la oportunidad de pasar por el 4rea de Absorcién Atémica, donde adquirl una valiosa e interesante
experiencia con tres técnicas fundamentales: espectrofotometria de absorcion atémica (EAA) con homo de grafito, con llama y con generador de hidruros.
Trabajamos con muestras de aguas, cervezas, levaduras, orina, suero y sangre entera, realizando determinaciones de zinc, aluminio, cobre, sodio,
mercurio, niquel, plomo, antimonio, cromo, manganeso, arsénico y selenio.

MARCO TEORICO

La EAA es una técnica analltica utiizada para determinar la concentracién de elementos metalicos en una muestra. Para realizar las mediciones, el analito
debe ser transformado en &tomos gaseosos. Estos tomos absorben la radiacién electromagnética a una longitud de onda que es especifica para cada
elemento, produciendo una sefial medible. La cantidad de energia absorbida es proporcional a la concentracion del elemento en la muestra, de acuerdo a

a ley de Lambert-Beer. g oetector
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Técnicas: —_— .

Las distintas formas de atomizacion dan lugar a las diversas técnicas.
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PRESENTACION

Durante mis practicas en el laboratorio IBC, tuve la oportunidad de pasar por el drea de
Absorcidn atédmica y adquirir una valiosa e interesante experiencia.

A lo largo de ese periodo pude familiarizarme y trabajar con tres técnicas fundamentales:
espectrofotometria de absorcidon atémica (EAA) con horno de grafito, con llamay con
generador de hidruros. Son técnicas de alta sensibilidad analitica, ampliamente utilizadas
para determinar la presencia y concentracion de diversos metales y no metales en una
amplia gama de matrices.

En cuanto a las muestras utilizadas, durante las practicas se trabajé con una variedad de
ellas, incluyendo muestras de agua, cerveza, levaduras, orina, suero y sangre entera.
Realizamos determinaciones de zinc, aluminio, cobre, sodio, mercurio, niquel, plomo,
antimonio, cromo, manganeso, arsénico, selenio.

En el presente trabajo compartiré mi experiencia, lo aprendido en esta drea y describiré el

proceso de una determinacién por cada técnica.

MARCO TEORICO

Conceptos tedricos generales de EAA

El atomo esta formado por un nucleo rodeado de electrones. Cada elemento tiene un
numero especifico de electrones asociados al nucleo atdmico en una estructura orbital que
es Unica para cada elemento. Los electrones ocupan posiciones orbitales de manera
ordenada y previsible. La configuracién electrénica mas estable de un atomo, que ademas es
la de menor energia, se define como “estado fundamental”. Si se aplica energia con una
determinada longitud de onda (A) a un atomo en estado fundamental, esta energia serd
absorbida por el &tomo y un electrén serda promovido a un orbital de mayor energia,
alcanzando el atomo una configuracién menos estable (estado excitado). Este proceso es
llamado como absorcion atémica. Basandose en la capacidad de un dtomo para absorber luz
a longitudes de onda especificas, se desarrolla la técnica analitica instrumental llamada

Espectrofotometria de Absorcién Atomica (EAA).

Para realizar las medidas con esta técnica, el analito debe ser transformado en atomos
gaseosos. Estos atomos en forma gaseosa absorben la radiacidn electromagnética a una

longitud de onda que es especifica para cada elemento, produciendo una senal medible.



En resumen, esta técnica se fundamenta en tres conceptos:

1- Todos los dtomos pueden absorber energia.

2- Lalongitud de onda (A) a la cual la energia se absorbe es especifica para cada
elemento.

3- La cantidad de energia absorbida en esta A especifica es proporcional a la

concentracion del elemento en la muestra, de acuerdo a la ley de Lambert-Beer.

Componentes basicos

Los componentes basicos de un espectrémetro de absorcidon atdmica son:

-Fuente de energia radiante que emita en la longitud de onda del elemento de interés. La
mas comun para las mediciones de absorcion atdmica es la ldmpara de catodo hueco, que
consiste en un cilindro relleno con un gas inerte dentro del cual se encuentra un catodo
(construido del metal a analizar) y un dnodo. Al aplicar un cierto potencial a través de los
electrodos esta fuente emite el espectro atdmico del metal del cual estd construido el
catodo. Se utilizan lamparas especificas segun el elemento a determinar.

-Sistema de atomizacion que suministre la energia necesaria para la disociacidn del analito y
la formacién de atomos libres. Existen distintas formas de atomizacion que dan lugar a las
distintas técnicas de espectrofotometria de absorcidén atdmica.

-Monocromador para aislar las radiaciones a la longitud de onda medida.

-Detector acoplado con un sistema de registro de los datos obtenidos.

En el funcionamiento de los equipos de Absorcién Atdmica, la fuente de energia emite una
radiacion a una determinada longitud de onda (especifica para cada analito) con una
intensidad inicial (io) dirigida al interior de la llama, tubo de grafito o camara de cuarzo, que
contiene atomos en estado fundamental del analito. Estos &tomos absorberan la energia y
se produce una disminucién de la intensidad (i) que serd medida en el detector. La cantidad

de energia absorbida por los &tomos es determinada por comparacién de io con i.

Analisis cuantitativo

El pardmetro que se utiliza para caracterizar la absorcidn de energia en EAA, es la
absorbancia. Este parametro sigue una relacién lineal con la concentracion, siguiendo la ley
de Lambert-Beer. Para determinar concentraciones de analito en una muestra, primero

deben determinarse las absorbancias de disoluciones estandar o patrones de



concentraciones del analito. Seguidamente se grafica el valor de estas absorbancias vs la
concentracion, obteniéndose de esta forma la curva de calibracién. Una vez establecida la
curva de calibracién se determina la absorbancia de la muestra y aplicando la relacién

Absorbancia/concentracién de la recta se puede obtener la concentracién del analito.

Técnicas

Existen distintas formas de atomizacion que dan lugar a las diversas técnicas:
v’ Espectrofotometria de absorcién atémica con horno de grdfito

Es una técnica basada en atomizacién electrotérmica. La muestra es dispensada en el
interior del horno de grafito, y éste se calienta a altas temperaturas por el paso de una
corriente eléctrica, lo que vaporiza y atomiza la muestra. El tubo de grafito esta alineado con
la luz de la ldmpara de catodo hueco. Asi, los atomos generados absorberdn la luz

proveniente de la [dmpara del elemento a determinar.

En el proceso de atomizacion existen 4 etapas esenciales:

- Secado: permite eliminar el disolvente o diluyente.

- Mineralizacién o Calcinacidn: destruye la matriz organica.

- Atomizacion: consigue llevar los atomos al estado fundamental.

- Barrido o limpieza: elimina los restos que puedan quedar en el tubo.
v’ Espectrofotometria de absorcién atémica con llama

La muestra es aspirada a través de un nebulizador que genera un aerosol dentro de una
camara de premezcla. Aqui, el aerosol se mezcla con los gases combustibles y oxidantes
(acetileno y aire), siendo transportado al cabezal del guemador. Una vez en el interior de la

llama, se produce la combustidn y atomizacion de la muestra.

El nimero de atomos del metal formado en estado fundamental, determinara la cantidad de
luz absorbida. La concentracion se obtendra al comparar la absorbancia de la muestra con la

obtenida de concentraciones patrén conocidas.
v’ Espectrofotometria de absorcién atémica con generador de hidruros

Es un método especifico para determinados elementos (como Hg, As, Sb, etc.) que permite

mayor sensibilidad. Utiliza reacciones quimicas para vaporizar al analito.



La técnica se basa en la reaccién del analito en una solucién acida (HCI), con el borohidruro
de sodio (NaBH4) para formar hidruros gaseosos del elemento en estudio. Una vez formado
el hidruro gaseoso, se transporta por una corriente de argén hacia una celda de cuarzo,
alineada en el paso dptico del espectrofotdmetro de absorcion atédmica. Para que se
produzca atomizacién de ciertos elementos (por ejemplo, el arsénico) es necesario calentar
dicha celda. Sin embargo, no precisa calentamiento para otros (por ejemplo, el mercurio). En
éste Ultimo caso hablamos de Técnica de Vapor Frio, ya que el Hg es el Unico elemento

metalico que tiene una presidn de vapor considerable a temperatura ambiente.

Como la celda estd en el paso dptico de la luz emitida por la [dmpara de catodo hueco, se
produce una absorcién de la luz por parte de los 4&tomos del analito que serd proporcional a

su concentracion.

RESULTADOS

Trabajamos con un espectrofotémetro de absorcion atémica Perkin Elmer 3100. Este
instrumento cuenta con dos médulos independientes: un médulo de llama y un médulo de
horno de grafito. Estos mdédulos son extraibles, lo que permite cambiar de técnica (llama o
grafito) en cualquier momento atendiendo a las necesidades particulares del laboratorio.
Ademas, al mddulo de Ilama se le puede acoplar el equipo de generador de hidruros con la
camara de cuarzo.

También utilizamos un espectrofotémetro Perkin ElImer AANALYST 200 (llama).

Ademas, el area cuenta con un digestor MILESTONE ETHOS UP SK15, ya que hay muestras

gue necesitan ser digeridas previamente para su analisis.

Para el analisis concreto de cada elemento empleamos diferentes técnicas analiticas:
- EAA con Horno de Grafito: Se, Pb, Ni, Al, Cr, Mn, Cd, Mg, Ag, Ba, Tl.

- EAA con Llama: Cu, Zn, Na, K, Ca, Li, Fe, Mg.

- EAA con Generador de Hidruros: - sin llama (técnica de vapor frio): Hg.

- con llama: As, Sb.

Determinacion de selenio — EAA con horno de grdfito

> Muestra: suero.
> Indicaciones: -Pacientes: ayuno de 8hs. Indicar medicacién.

-Derivantes: enviar 2 ml de suero. Paciente con ayuno de 8hs. Indicar medicacion.



> Pretratamiento de muestra: dilucion para asegurar que la concentracion esté dentro

del rango de deteccion.

Colocamos la [dmpara de selenio en el equipo de EAA Perkin Elmer 3100. En el programa
seleccionamos el elemento que se va a cuantificar, en este caso selenio, y de este modo el
equipo establece una serie de parametros considerados éptimos como la longitud de onda,
ancho de banda, energia de operacion de la [dmpara en mA. Ademas, el equipo fue
configurado previamente con los programas de temperatura y tiempos que debe utilizar
para atomizar cada elemento.

Buscamos la longitud de onda y la abertura correspondiente. Encendemos la ldmpara, y
movemos lentamente la rueda de control de longitud de onda hacia adelante o hacia atras
para obtener la mayor energia posible. Luego, dejamos calentando la ldmpara unos minutos,
hasta llegar al nivel de energia adecuado para comenzar a trabajar.

Antes de comenzar, alineamos la pipeta que dispensard la muestra en el horno. Su posicion
es importante porque de ella depende la forma en la que la gota de 20 pl de muestra cae
sobre las paredes del tubo de grafito. Por lo tanto, se debe corroborar que deposite

correctamente.

Primero obtenemos la curva de calibraciéon, que se realiza una por dia por cada
determinacién a realizar. Para ello, preparamos la solucion estandar de selenio: colocamos
100 ul en un matraz de 100 ml y enrasamos con agua destilada. De esta solucién hacemos
una dilucién 1/10 y la colocamos en una cubeta en la posicién 1, el modificador de matriz en
la posicién de al lado, y el equipo realiza las diluciones correspondientes para obtener una
curva de tres puntos. El modificador de matriz se utiliza para eliminar las interferencias
causadas por la presencia de otros elementos en la muestra que pueden afectar la precision
de la medicidén, y asi aumentar la sensibilidad, ya que el equipo utiliza muy poco volumen.
Luego largamos las muestras. Realizamos diluciones al medio de la muestra de suero, y las
colocamos en las cubetas. Cargamos en el programa que muestra se pone en cada posicion,
las diluciones correspondientes y le damos inicio.

El equipo pipetea unos 20ul de muestra, lo deposita dentro del horno de grafito y comienza

con el ciclo de calentamiento que lleva a cabo la atomizacién de la muestra.

La absorcién de la radiacion por parte de los 4&tomos de selenio se mide y se compara con la

curva de calibracién para determinar la concentracién de selenio en la muestra.



La lectura de la concentracion del elemento se hace de forma automatica y se registra en el

software.

Valores de referencia: - Adultos: 4,00 — 15,00 ug/d| - Nifios: 7,00 — 15,00 ug/dl

Sensibilidad analitica: 0,05 ug/dl

Determinacion de cobre — EAA con llama

> Muestra: suero, orina, cerveza.
> Indicaciones:
Cobre en suero
-Pacientes: ayuno de 8hs. Indicar medicacién.
-Derivantes: enviar 2 ml de suero. Paciente con ayuno de 8hs. Indicar medicacion.
Cobre urinario
-Pacientes: recolectar orina de 24hs en biddn provisto por el laboratorio u orina
espontdnea en recolector de orina estéril.
-Derivantes: -orina 24hs: remitir 50ml de muestra con diuresis.
-orina espontanea: remitir 50 ml de muestra.
Cobre en materiales varios
-Pacientes: remitir 200 ml o gramos de muestra homogénea.
-Derivantes: remitir 200 ml o gramos de muestra homogénea.

> Pretratamiento de muestra: dilucion del suero, y en el caso de las cervezas

eliminamos todo el gas por ultrasonido para impedir que ingrese ese gas en el equipo

y asi disminuir interferencias.

Colocamos la ldmpara de cobre en el equipo de EAA Perkin Elmer AANALYST 200, éste la
detecta y selecciona automaticamente la longitud de onda, la apertura y la energia de

operacion correspondiente, programados previamente en el software del equipo.

Esta determinacion puede hacerse también en el equipo descripto anteriormente,

cambiando el horno por el generador de llama.

Encendemos la llama y construimos la curva de calibracidn de tres puntos. Para ello,
preparamos la solucion estandar, y de ella realizamos diluciones seriadas al medio. Las
pasamos por la llama de la menos concentrada a la mds concentrada.

Una vez que tenemos la curva de calibracion, preparamos las muestras. Orinas y cervezas las
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pasamos enteras, en el caso del suero realizamos una dilucion.

Las cargamos en el programa en orden, con su respectiva dilucién, y comenzamos a pasarlas
por el equipo colocando la manguera dentro del tubo para aspirar la muestra. El analito llega
a la llama donde se produce la atomizacion, el equipo lee absorbancia y hace el célculo de
concentracion de forma automatica.

Para pasar de muestra en muestra, se limpia aspirando agua.

Los resultados se informan en ug/dl. En el caso de la muestra de orina se tiene en cuenta la

diuresis o se informa en ug/g de creatinina.

Valores de referencia: Cobre urinario: - Orina 24hs: hasta 80 ug/24hs. - Orina espontanea:

hasta 50 ug/g de creatinina. Cobre en suero: - Adultos: 75 — 145 ug/dl -Nifios: 80 — 180 ug/d|I
Sensibilidad analitica: 5 ug/dI

Determinacion de mercurio — EAA con generador de hidruros

> Muestra: suero.

> Indicaciones:
-Pacientes: ayuno de 8hs. Indicar medicacién y posible riesgo de exposicidn.
-Derivantes: enviar 2ml de suero. Paciente con ayuno de 8hs. Indicar medicacién y
posible riesgo de exposicién.

> Pretratamiento de muestra: debe ser digerida para eliminar materia organica y asi

evitar formacion de espuma cuando se estén generando los hidruros y que esas
burbujas ingresen en el equipo y generen interferencias. Para ello, utilizamos el
digestor MILESTONE ETHOS UP SK15, donde primero colocamos la muestra en un
tubo de digestion resistente a los acidos, afiadimos acido nitrico, lo cerramos
correctamente e introducimos el tubo en el digestor que se encarga de calentar la

muestra a altas temperaturas para descomponerla y disolverla en el acido.

La técnica para la determinacién de mercurio se la denomina técnica de vapor frio, utilizada
con exclusividad para este elemento por la elevada volatilidad que presenta.
Utilizamos borohidruro de sodio como reductor, que lo preparamos en el momento y

colocamos en el equipo.



Por otro lado, preparamos la solucion estandar: 100 ul en un matraz de 100 ml, enrasando
con agua destilada. De esta solucién realizamos diluciones con HCl en los recipientes de

reaccién del equipo, y largamos las mediciones para obtener la curva de calibracién.

Luego preparamos las muestras. Colocamos 1 ml de muestra previamente digerida y 9 ml de
HCl en el recipiente de reaccidén. Enroscamos el recipiente en el equipo y dispensamos el
borohidruro de sodio. El mercurio presente en la muestra es quimicamente reducido y se
convierte en hidruro de mercurio (HgH). El HgH generado se separa de la muestray es
arrastrado por una corriente de argén hacia la celda de cuarzo, donde se produce la

absorcién y se cuantifica la concentracién de mercurio.

Este método es especialmente Util para muestras con concentraciones muy bajas de
mercurio, ya que la generacidn de hidruros permite concentrar el analito y mejorar la

sensibilidad del analisis.

Valores de referencia: hasta 1,00 ug/dl. Sensibilidad analitica: 0,01 ug/d|

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La EAA permite valorar el nivel de metales y no metales en una amplia variedad de muestras,
como alimentos, suelos, aguas (potables, de didlisis, de pozo, de riego, de consumo de

ganado), bebidas comerciales, muestras bioldgicas, etc.

Con respecto al andlisis de muestras bioldgicas, esta técnica es importante para el
diagnéstico y seguimiento de enfermedades, como por ejemplo la enfermedad de Wilson ya
gue permite a los médicos monitorear los niveles de cobre en el organismo; para determinar
deficiencias o excesos de minerales en el organismo, como por ejemplo de cofactores
importantes como lo son el zinc y el selenio; para evaluar la exposicidon a determinados
téxicos como por ejemplo al mercurio en personas que trabajan en industrias donde se
utiliza este metal, como la mineria, o la exposicion al plomo en un trabajador de estacién de

servicio.

Como toda técnica tiene sus ventajas y desventajas. Una de las principales ventajas de la
EAA es su alta sensibilidad, es capaz de detectar concentraciones muy bajas de elementos
guimicos en una muestra, lo que la hace ideal para el analisis de trazas. Sus limites de

deteccién son inferiores a la ppm. Otra ventaja es su alta selectividad, ya que permite la



determinaciéon de elementos quimicos especificos en una muestra. Puede analizar mas de 60
elementos de forma directa. Ademas, la preparacion de la muestra suele ser simple, tiene

relativamente pocas interferencias y su manejo es sencillo.

La principal desventaja de esta técnica es su limitada capacidad para analizar muestras
multielementales, solo puede analizar elementos de uno en uno. Ademas, se debe construir
una curva de calibracidon por cada determinacién a realizar en el dia. Otra desventaja es que
solo pueden analizarse las muestras cuando estdn en disolucién. Por lo tanto, las muestras
solidas requieren de digestidn para su analisis, lo que puede ser laborioso y consumir
tiempo. Ademds, los instrumentos requieren mantenimiento regular y calibracién para
asegurar resultados precisos, los equipos y sus componentes suelen ser costosos y la técnica

requiere de gases especificos como acetileno, lo que representa un costo y riesgo adicional.

Respecto a las diferentes metodologias, en primer lugar, la EAA con llama es uno de los
métodos mds comunes, es rapido y sencillo. Una de sus desventajas es que requiere mayor
cantidad de muestra en el orden del ml.

Por otro lado, la EAA con horno de grafito aporta mayor sensibilidad que la EAA con llama y
por lo tanto permite la determinacién de concentraciones mas bajas de elementos quimicos.
Ademas, requiere muy poca cantidad de muestra en el orden del pL. Sin embargo, es un
método lento debido a los ciclos de calentamiento-enfriamiento.

Finalmente, la EAA con generador de hidruros es el método mas sensible de los tres, permite
la deteccién de concentraciones extremadamente bajas. Comparada con el horno de grafito,
es 5 0 10 veces mas sensible. Algunas de sus desventajas es la formacidn de espumas, y por
lo tanto la necesidad de pretratamiento de la muestra. Es un sistema mas complejo,
involucra reacciones en linea, por lo que el operador debe permanecer atento en el equipo
para dispensar el borohidruro de sodio y realizar lectura cada determinado tiempo.

Otra desventaja es la aplicacién a un nimero limitado de analitos.

En el laboratorio IBC hay determinaciones que se podrian hacer por esta técnica, pero las
hacen por otra, como es el caso del zinc y del litio que las realizan por método colorimétrico
en Cobas 6000 y 8000. El zinc por la alta demanda, ya que se realizan muchas
determinaciones por semana. Y el litio se automatizé no solo por la alta demanda, sino
también porque es una determinacion de urgencia en pacientes de salud mental que estan

medicados con este metal. Es una medicacién con un rango terapéutico muy estrecho, por lo
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gue un pequefio exceso puede llevar a la toxicidad y poner en riesgo la vida del paciente. Por

lo tanto, se monitorea regularmente para tener un control de la dosis.

También podriamos pensar en determinaciones que se hacen por EAA y se podrian hacer por
otra técnica, como el dosaje de sodio y potasio en agua. Se podria realizar en Cobas 8000,
pero el equipo deberia hacer muchas diluciones para que entre en la curva, lo que disminuye

drasticamente su sensibilidad, por lo que se prefiere utilizar EAA.

Como ultimo comentario, en relacion a las determinaciones descriptas anteriormente en

resultados, la EAA es el gold standard debido a su alta sensibilidad.

PERSPECTIVAS

La EAA es una técnica altamente versatil que permite determinar la concentracién de una

gran variedad de elementos quimicos en una amplia gama de matrices.

El drea de absorcion atdmica del laboratorio IBC estd experimentando una expansion,
evidenciada por un notable incremento en la cantidad y variedad de muestras. Este
crecimiento sugiere la necesidad de contemplar futuros proyectos orientados a la
modernizacién del equipo y la automatizacién de los procesos. La integracién de
instrumentos de ultima generacidn permitird no solo mejorar la precisién de las mediciones,
sino también aumentar la capacidad para analizar una gama mas extensa de elementos,

ademas de optimizar los tiempos de analisis.

Es interesante mencionar que en estudios recientes se han determinado metales pesados en
yerba mate, en leche y pelos de vacas lecheras. Por ello, seria relevante incorporar estas
determinaciones en dichas matrices, destacando la importancia de estos analisis para la
salud y la seguridad alimentaria.

En consecuencia, la absorcidén atdmica juega un papel fundamental tanto en el dmbito
clinico como en la evaluaciéon y cumplimiento de normativas y legislaciones alimenticias,

laborales y ambientales.

Finalmente, resulta significativo destacar que, como bioquimicos, es importante
familiarizarnos con los fundamentos de la EAA, las posibles determinaciones y matrices a
analizar, asi como conocer los laboratorios que disponen de esta técnica en la ciudad de

Rosario.
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PRESENTACION DEL CASO CLINICO

Paciente masculino de 25 afios de edad ingresa por primera vez al Hospital Provincial del
Centenario el 5 de Septiembre del 2023 por consulta de astenia de 2 meses de evolucién y
pérdida de 10 Kg de peso, sudoraciones nocturnas, cefaleas y cervicalgia intensa, sin
sintomas respiratorios. Ademas, refiere presentar agrandamiento del testiculo derecho sin
dolor. Posterior a la consulta, el paciente quedd internado para estudios y finalmente es
diagnosticado con tuberculosis miliar pulmonar y meningea. Durante ésta internacién, fue
tratado con antibacilares pero presenta hepatotoxicidad, por tal motivo el equipo médico
modifica el tratamiento a antibidticos de segunda linea, con mejoria clinica. El 13 de Octubre,
el paciente recibe el alta hospitalaria, debiendo continuar con el tratamiento por 12 meses.
El 18 de Noviembre, reingresa al efector por oficio judicial para deshabituacién de cocaina,
donde refiere abandono de tratamiento antibacilares de hace aproximadamente unos 10
dias, por lo tanto reinicia el tratamiento. El paciente se fuga.

Reingresa al Hospital el 21 de Diciembre, el motivo de consulta es dolor en miembro inferior
que le dificulta la marcha, tumoracién, dolor testicular derecho y pérdida de 10 Kg de peso.
Ademas, alude al abandono del tratamiento antibacilar desde hace unos 15 dias. El paciente
queda internado para su evaluacion y se lo diagnostica con Mal de Pott. El mismo es tratado
y recibe el alta hospitalaria luego de 41 dias de internacion (30 de enero del 2024), con
tratamiento antibacilar supervisado en Centro de Salud.

A los 10 dias posterior al alta, el 10 de Febrero, reingresa al efector con internacién en
Unidad de Cuidados Intermedios (UCIM) por sospecha de reactivacién de tuberculosis
meningea, dado que presentaba alteraciones en la conducta, vémitos sin nauseas y
alteraciéon en la marcha. Se le realizan todos los estudios correspondientes y después de 9
dias en UCIM, se lo pasa a Sala General de Clinica Médica y el 23 de Febrero se lo da de alta
hospitalaria por presentar mejoria clinica, con pautas de alarma y control externo. A su vez,
debe continuar con el tratamiento antibacilares supervisado por el Centro de Salud.

El 17 de Marzo, ingresa por guardia con un cuadro de 24 hs de evolucién caracterizado por
alteraciones conductuales, desorientacién y episodio de excitacién psicomotriz. Se constata
gue no se presentd a controles programados. El paciente queda internado en el servicio de
Clinica Médica para realizarle estudios. Por presentar deterioro del sensorio, el 19 de Marzo
se lo traslada a Unidad Terapia Intensiva (UTI) requiriendo intubacién con asistencia

respiratoria mecdnica (ARM). También durante la internacién requirié la colocacion de una



valvula de derivacién. A su enfermedad de base se le agregan infecciones intrahospitalarias
por lo que evoluciona desfavorablemente y después de 32 dias de internacidn, fallece.
MARCO TEORICO

El agente causal de la tuberculosis pulmonar y extrapulmonar es el Mycobacterium
tuberculosis (TBC), un bacilo intracelular acido-alcohol resistente (BAAR), aerobio, no
productor de esporas. Es un microorganismo muy resistente, tiene ciertas caracteristicas
especiales en su desarrollo que le confieren grandes diferencias con las bacterias
convencionales. Asi, su lenta capacidad de division y la dependencia en su crecimiento de las
condiciones locales donde se desarrolla (como la presencia o ausencia de oxigeno y la
dependencia del pH del medio) pueden ocasionar un estado de letargo.

A pesar de que el pulmodn es el érgano diana por excelencia de la TBC, cualquier otro érgano
y sistema puede verse afectado. Se admite que desde este foco primario pulmonar se puede
producir una diseminacién, ya sea por contigiliidad, por via linfatica o por via hematdgena.
Las infecciones extrapulmonares representan un 10-20% del total de pacientes infectados.

La TBC miliar aparece cuando una lesidn tuberculosa erosiona un vaso sanguineo y disemina
millones de bacilos tuberculosos a través de la corriente sanguinea hacia todo el organismo.
Puede producirse una diseminacién masiva sin control durante la infeccién primaria o
después de la reactivacién de un foco latente.

La TBC urogenital suele diseminarse a la vejiga y, en los hombres, a la prdstata, las vesiculas
seminales o el epididimo, lo que produce un tumor escrotal expansivo. La infeccidon también
puede extenderse al espacio perinéfrico y por debajo del musculo psoas, en ocasiones con
produccion de un absceso sobre la cara anterior del muslo.

Dentro de la TBC ésea y muscular se encuentra el Mal de Pott que es una infeccion vertebral
gue comienza en el cuerpo vertebral y con frecuencia se disemina a las vértebras adyacentes,
donde se produce un estrechamiento del disco intervertebral. La progresion de la
enfermedad es lenta e insidiosa. Las caracteristicas clinicas son muy variadas e incluyen dolor
local, espasmos musculares, abscesos frios y deformidad espinal prominente. Los déficits
neuroldgicos dependen del nivel comprometido.

La meningitis por TBC es la forma extrapulmonar mas letal de la tuberculosis activa,
comprende el 1-2% de los casos con una tasa del 50% de mortalidad o discapacidad grave. Es
la uUnica forma de tuberculosis que se previene en la infancia mediante la vacunaciéon con

BCG. La invasién al sistema nervioso central (SNC) se establece por dos rutas: la primera



consiste en la interaccion de los bacilos con factores extracelulares en el endotelio y facilita la
migracién a través de la barrera hematoencefdalica (BHE); y la segunda ruta es un mecanismo
conocido como “caballo de Troya”, mediante el cual la infeccién ingresa por medio de los
fagocitos y alcanza el SNC. Como producto de la respuesta inflamatoria del huésped se
destaca una proteina denominada factor de crecimiento endotelial vascular, la cual es un
potente inductor de angiogénesis y aumento de la permeabilidad vascular, que junto a otros
elementos proinflamatorios desencadena edema cerebral. Las arterias y nervios craneales
son envueltos con exudado creando un "cuello de botella" respecto al flujo del liquido
cefalorraquideo (LCR) a nivel de la apertura tentorial, dando lugar a hidrocefalia. El conjunto
de fendmenos patogénicos (vasculitis, edema cerebral e hidrocefalia) son responsables de
los defectos motores, sensoriales y del intelecto que constituyen los signos de esta
enfermedad.

El diagndstico de TBC se realiza con imagenes y pruebas de laboratorio. Las imdagenes en el

diagndstico suelen ser tomografia axial computarizada (TAC) y Resonancia Magnética (RM),

pues las imagenes radiolégicas que produce la TBC pueden ser producidas por otras
patologias respiratorias y enfermedades sistémicas. Para el andlisis de laboratorio, el tipo de
muestra a analizar va a depender del sistema u 6rgano afectado, tal es asi que para el

diagndstico de TBC pulmonar se prefiere una muestra de esputo, BAL, biopsias, entre otras; y

para el caso de TBC extrapulmonar del tipo meningea el estudio del LCR es la muestra de

eleccion, los estudios a realizar con dicha muestra suelen ser:

+ Baciloscopia: busqueda en vision microscépica directa de bacilos acido alcohol resistentes.

+ Cultivos: el método clasico de cultivo en medio sélido de Lowestein-Jensen. Requiere
entre tres y ocho semanas para el crecimiento, lo cual lo invalida como herramienta
practica para el manejo temprano de estos pacientes.

+ Biologia molecular: existen diversas secuencias de ADN especificas de TBC que pueden ser
amplificadas. GeneXpert MTB/RIF es una prueba de PCR rapida y automatizada que puede
identificar simultaneamente ADN de TBC y detectar resistencia a la rifampicina en tan solo
2 horas. Es mas sensible que la microscopia y tan sensible como el cultivo.

+ Citofisicoquimico: en este analisis se evalua el aspecto macroscépico pre y post
centrifugado del LCR, también se determina glucorraquia, proteinorraquia, reaccién de
Pandy, acido lactico y recuento total de elementos.

+« Otras: pruebas diagndsticas que detectan antigenos y anticuerpos para M. tuberculosis.



El tratamiento antibacilar de las personas con TBC es un componente principal para el
control de esta enfermedad. Es fundamental reconocer que el seguimiento del tratamiento
no solo es crucial para la salud individual del paciente, sino también para la prevencion de la
TBC a nivel comunitario. Aunque la terapia farmacoldgica actual es efectiva, en casos
especiales, como cuando los tratamientos iniciales se interrumpen o fallan, la emergencia de
bacilos resistentes a los medicamentos antituberculosos requiere tratamientos mas
prolongados que implican el uso de fadrmacos con mayor toxicidad y costos mas elevados.
Segun el boletin N°7-2024 del Ministerio de Salud de la Republica Argentina, durante el afio
2023 se registrd una tasa de notificacidon por TBC de 32,0 por 100.000 habitantes para el total
de casos, la cual fue 10,3 % mas alta que la del 2022. Se reportaron 14.914 casos, de los
cuales 13.905 (93,2%) fueron casos incidentes (casos nuevos, recaidas o sin informacién de
clasificacién al inicio del tratamiento) y 1.009 (6,8%) casos antes tratados (reingresos de
pérdida de seguimiento, fracasos, traslados y otros). Dentro de los casos incidentes, los casos
nuevos aportaron el 78,6% y dentro de los casos no nuevos, el reingreso de pérdida de
seguimiento fue la clasificacién mds frecuente, con el 52,5% de los mismos.
En particular, la provincia de Santa Fe en 2023 registrd6 una tasa de 22,3 por 100.000
habitantes para el total de casos. Se reportaron un total de 808 casos, de los cuales 792
fueron casos incidentes (98%) y el restante casos antes tratados.
RESULTADOS RELEVANTES PARA EL CASO

PRIMERA INTERNACION 05/09/23 - 13/10/23
05/09/23

Ecografia testicular: Testiculo derecho: aumentado de tamafno con respecto a izquierdo, con

incremento de vascularizacién y parénquima heterogéneo a expensas de un area
hipoecogénica de contornos irregulares. Se observan multiples imagenes redondeadas
hipoecogénicas que se dispersan en todo el tejido testicular. Epididimo aumentado de

espesor. Testiculo izquierdo: sin particularidades (S.P.).

TAC de térax: Micronddulos menores a 3 mm, distribucién aleatoria; compromete a ambos
campos pulmonares a predominio biapical, donde adquieren patrén de arbol en brote como
asi también en segmento superior del |6bulo inferior izquierdo. Multiples adenomegalias.

Laboratorio: Serologia: VDRL/VIH/VHB/VHC: no reactivo. Endocrinologia: a-fetoproteina: 0,8

ng/mL; hCG < 1 mUI/mL. Hematologia, quimica, urologia, medio interno: S.P.

11/09/23




TAC de craneo: Formacion focal calcificada en pared del asta anterior del ventriculo lateral.

Laboratorio: Citofisicoquimico del LCR: liquido ligeramente xantocromico sin cambios post

centrifugado; glucorraquia: 0,19 g/L; proteinorraquia: 1,54 g/L; R. de Pandy: 2+; elementos:

36 totales - MMN 60% y PMN 40%. Serologia: VDRL en LCR: no reactivo. Micologia: tinta

china del LCR: negativo. Biologia molecular: GeneXpert-MTB en BAL: negativo;

GeneXpert-MTB en LCR: detectable.

23/09/23

Laboratorio: Quimica: Glicemia 138 mg/dL; BT: 0,39 mg/dL / BD: 0,23 mg/dL / Bl: 0,16

mg/dL; GOT 35 Ul/L; GPT: 147 UI/L; FAL: 86 UI/L; GGT: 169 UI/L; Amilasa: 156 UI/L.

lonograma, creatinina y urea valores normales. Hematologia: S.P.

26/09/23

Laboratorio: Quimica: Glic 76 mg/dL; GOT 17 Ul/L; GPT: 78 UI/L; FAL: 87 UI/L; GGT: 150 UI/L

13/10/23

Laboratorio: Quimica: GOT 12 UI/L; GPT: 19 UI/L; FAL: 71 UI/L; GGT: 94 UI/L; Amilasa: 69 Ul/L
TERCERA INTERNACION 21/12/23 - 30/01/24

21/12/23

TAC de abdomen y pelvis: Lesion osteolitica, hipodensa, con multiples imagenes hiperdensas

e irregulares centrales, de margenes esclerdéticos que compromete hemicuerpo lateral

derecho de L1. En intimo contacto con dicha lesién, en el espesor del musculo psoas

derecho, se observa una coleccion hipodensa, lobulada, con septos gruesos y calcificaciones

internas (no visualizada en estudio previo). Se encuentran en relacién con el proceso

inflamatorio-infeccioso agudo. Se observa otra lesién hipodensa de contornos irregulares,

con margenes escleréticos incompletos que compromete la mitad inferior del cuerpo

vertebral y la ldamina inferior de D12.

Laboratorio: Quimica: Glicemia: 92 mg/dL; BT: 0,35 mg/dL; GOT 24 Ul/L; GPT: 65 UI/L; FAL:

139 UI/L; GGT: 129 UI/L, PCR: 3,2 mg/L. Hematologia: VES: 29 mm/1h, resto S.P.

Hemocultivos: negativos

26/12/23

Laboratorio: Bacteriologia: muestra: coleccién puncién vertebral. Cultivo: negativo. Tincidon

Ziehl Neelsen: 5 BAAR en 200 campos observados.

28/12/23

RMI de columna: Se evidencian cambios inflamatorios a nivel de D12-L1. Se observa



captacion heterogénea de disco intervertebral y de los cuerpos vertebrales mencionados con
una coleccidn intrasomatica a nivel de L1. Se asocia a engrosamiento y refuerzo de tejidos
blandos pre y paravertebrales a predominio derecho. Los hallazgos descritos se encuentran
en relacién con espondilodiscitis D12-L1.
12/01/24
TAC de abdomen y pelvis: Continla observandose lesidn osteolitica. En regidén escrotal
derecha, existe contenido hipodenso y margenes netos que realzan contraste EV. No se
encontraba en TAC previa. Existen multiples lesiones hipodensas, lineales e irregulares,
algunas nodulares, de amplia distribucién, con dareas de disrupcién cortical, que
comprometen al alerdn sacro, hueso iliaco y rama iliopubiana.
15/01/24
Eco Doppler testicular: Testiculo derecho: parénquima heterogéneo en forma difusa,
observandose multiples imagenes hiperecogénicas de pequeno tamano. Epididimo
aumentado de tamafio, hipoecogénico, heterogéneo con aumento de la vascularizacién
compatible con orquiepididimitis. No se observa hidrocele. Tunicas testiculares de espesor
normal. Testiculo izquierdo: S.P.
22/01/24
TAC de abdomen y pelvis: Se evidencia en el espesor de musculo piriforme derecho, otra
coleccion hipodensa de paredes parcialmente definidas que realzan el contraste EV, esta no
lograba identificarse en el estudio previo. Persiste la coleccién escrotal derecha. Contindan
visualizandose multiples lesiones hipodensas irregulares, asociadas a areas de disrupcién
cortical, gue comprometen al hueso iliaco derecho, rama iliopubiana y sacro ya descritas.
Laboratorio: Quimica: Glicemia: 107 mg/dL; BT: 0,29 mg/dL; GOT 40 Ul/L; GPT: 108 UI/L; FAL:
104 UI/L; GGT: 218 UI/L; PCR: 0,7 mg/L. Hematologia: S.P.

CUARTA INTERNACION 10/02/24 - 23/02/24
10/02/24
TAC de craneo: Los hallazgos de este estudio se interpretan como proceso de etiologia
inflamatoria-infecciosa, con compromiso meningeo y signos de complicacién (hidrocefalia).
15/02/24
Laboratorio: Serologia: HIV y VDRL no reactivos.
RMI de craneo: Los hallazgos se encuentran vinculados a proceso de etiologia

inflamatoria-infecciosa de origen tuberculoso con compromiso meningeo (tuberculomas) y



signos de complicacion (hidrocefalia)
INGRESO A GUARDIA 17/03/24

Laboratorio: Quimica: Glicemia: 134 mg/dL; PCR: 14,5 mg/L, resto S.P. Hematologia: S.P.
TAC de craneo: diferencia con la TAC anterior: agudizacion de la hidrocefalia.

QUINTA INTERNACION (UTI) 19/03/24 - 20/04/24
19/03/24
Laboratorio: Quimica: Glicemia: 141 mg/dL. Resto S.P. Hematologia: GB: 10.500 cel/mm3.
Resto sin particularidades EAB: pH: 7,41; pCO,: 30 mmHg; pO,: 101 mmHg; EB: -4,62 mmol/L;
HCO3 st: 20 mmol/L; HCO3 real: 19 mmol/L; Acido lactico: 8 mg/dL.
04/04/24
Laboratorio: Quimica: Uremia: 37 mg/dL; Creatininemia: 0,70 mg/dL; resto S.P. Hematologia:
Hb: 10,8 g/dL; Hto: 32%; resto S.P.
09/04/24
Laboratorio: Quimica: Uremia: 109 mg/dL; Creatininemia: 1,14 mg/dL; GOT: 136 UI/L; GPT:
149 UI/L; FAL: 128 UI/L; GGT: 314 Ul/L. Hematologia: GB: 18.220 cel/mm?; resto S.P.
10/04/24
Laboratorio: Quimica: Uremia: 141 mg/dL; Creatininemia: 1 mg/dL. Resto: S/P. Hematologia:
GB: 36.000 cel/mm3; PLT: 713.000 cel/mm?3. Resto: S/P. Bacteriologia: hemocultivos: 1/3
Staphilococcus haemolyticus.
13/04/24
Laboratorio: Quimica: Uremia: 111 mg/dl; Creatininemia: 0,9 mg/dL; Na*: 147; K":4,57; CI:
118; GOT: 48 UI/L; GPT: 50 Ul/L. Hematologia: Hb: 9,4 g/dL; Hto: 29%; GB: 21.580 cel/mm?.
EAB: pH 7,35; pCO,: 35,4; pO,: 94,2; EB -5,4; HCO,st 20; HCO,r 19,3; Ac.Lactico: 2,06 mg/dL
14/04/24
Laboratorio: Quimica: Uremia: 65 mg/dL; Creatininemia: 0,70 mg/dL. Hematologia: Hb: 9
g/dL; Hto: 28%; GB: 14.680 cel/mm?; PLT: 489.000 cel/mm?. Bacteriologia: muestra: miniBAL,
P. aeruginosa 'y A. baumanii positivos.
16/04/24
Laboratorio: Quimica: K*: 3,14 mEq; Hematologia: Hb: 9,2 g/dL; Hto: 26%.
18/04/24
Laboratorio: Quimica: Uremia: 16 mg/dL; Creatinina: 0,99 mg/dL; GOT: 28 Ul/I; GPT: 53 Ul/l;
FAL: 103 UI/I; GGT:269 Ul/I. Hematologia: Hb: 9,9 g/dL; Hto: 29; PLT: 344.000 cel/mm?



Fecha| Aspecto r?a::E(i)a ijrrc;;et:?ao PI:nd de Ig(c:'lc(ijc?) RTEé M(I,VI N P':AN Res.cat,es‘
(g/L) (g/L) y (mg/dL) mm>| (%) | (%) | bacterioldgicos

17/3 LIG OPA 0,47 3,68 3+ 42,54 [ 19 90 10 Negativo
20/3 | LIG OPAXAN | 0,47 3,32 4+ - 20 90 10 -

21/3 | LIMP XAN 0,31 2,86 4+ - 18 90 10 -

22/3 LIG OPA 0,30 1,90 2+ 72,72 6 90 10 Negativo
27/3 OPA 0,48 2,29 4+ 52,26 | 256 | 10 90 Negativo
29/3 OPA 0,23 2,60 4+ - 370 | 22 78 Negativo
3/4 | OPAROJIZO | 0,21 1,41 2+ 58,26 | 26 30 70 Negativo
4/4 [LIMP LIG XAN| 0,53 1,21 2+ 40,74 | 16 - - Negativo
9/4 |LIMP LIG XAN| 0,42 0,95 2+ 56,51 4 - - Microbiota piel
16/4 | LIG OPAXAN | 0,31 2,18 4+ 61,23 | 80 50 50 P. aeruginosa

Tabla: Citofisicoquimicos y analisis bacterioldgicos de los LCR realizados durante la quinta
internacion. RTE: recuento total de elementos. MMN: mononucleares. PMN:
polimorfonucleares. LIMP: limpido. LIG: ligeramente. OPA: opalescente. XAN: xantocrémico
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Grafico: Representacion grafica de los datos del RTE de la Tabla 1.

DISCUSION Y CONCLUSION

Analizando de forma integral el caso clinico, en la primera internacion se destaca como se
van descartando las primeras sospechas y como se arriba al diagndstico del paciente.
Entonces con la ecografia testicular se instauré la sospecha de cancer, pero con el dosaje de

hCG y aFP pudieron descartar que la anomalia encontrada sea producto del mismo. También



se excluyeron algunas enfermedades de tipo infecciosa que comprometen al sistema inmune
al obtener resultados no reactivos con las pruebas seroldgicas. A su vez, la TAC de térax
arrojé resultados indicando que el cuadro se relacionaba con un proceso infeccioso y
posteriormente la TAC de craneo indica que se halla una formacién calcificada por lo que se
decide analizar un LCR, con el mismo se concluye que presenta una infeccidon debido a la
hipoglucorraquia, hiperproteinorraquia y al recuento de elementos que en su mayoria eran
mononucleares. La misma muestra se distribuye por diferentes dreas de laboratorios como
Micologia, Serologia y Bacteriologia, donde se pudo descartar que la infeccion sea por el
Complejo Cryptococcus spp. ya que el directo con tinta china fue negativo, también se
elimind la posibilidad de que sea neurosifilis por obtener una VDRL del LCR no reactivo y
finalmente confirman la etiologia de la infeccién con un GeneXpert-MTB/RIF detectable.

El paciente comienza el tratamiento y se empieza a observar aumento de las transaminasas
por hepatotoxicidad asociada a los antibidticos y se nota como al rotar la medicacion el
laboratorio del perfil hepatico comienza a normalizarse gradualmente hasta el dia del alta.
De la segunda internacion, es de destacar la falta de adherencia al tratamiento antibacilar.

En la tercera internacién, nuevamente llama la atencién que el paciente manifiesta
abandono del tratamiento y en el motivo de consulta presenta agudizacién de su TBC
urogenital (lo cual se confirma con el Eco Doppler) y signos de complicaciones de otro tipo de
TBC extrapulmonar, la ésea. Se le realiz6 una TAC de abdomen y pelvis y una RMI de
columna, dichas imdgenes arrojan en conjunto espondilodiscitis (Mal de Pott), ademas, el
hallazgo de Bacteriologia de la coleccidon vertebral refuerza el diagndstico. La enfermedad de
base del paciente evoluciona desfavorablemente.

En la cuarta internacion debido a los signos que presentaba el paciente se instala la sospecha
de reactivacion de TBC meningea y la misma se confirma con la TAC y RMI de craneo, las
cuales indican hidrocefalia, lo que se interpreta como una complicacion de su cuadro. Cabe
destacar que se le repitié la determinacidn de VIH y VDRL y nuevamente fueron no reactivos.
En la ultima internacién, al examinar conjuntamente los LCR, se destaca el compromiso
meningeo que presenta el paciente. Se puede observar en el grafico, como en un momento
dado, los elementos aumentan significativamente produciendo un viraje con predominio de
PMN, lo cual nos da la sospecha de que podria ser debido a la valvula de derivacién que se le
realizd para disminuir la presién generada por la hiperproteinorraquia, ya que descartamos

que sea producto de una coinfeccidén bacteriana dado que el rescate bacterioldgico de ese



LCR fue negativo; en correlacidn con el aumento de elementos en la misma fecha, se observa
una disminucién marcada de la glucorraquia, causada tanto por el consumo de los agentes
etiolégicos como por los PMN (Tabla). También cabe destacar el dafio en la barrera
hematoencefalica del paciente, lo cual se puede evidenciar con la deteccion cualitativa de
globulinas, por la Reaccion de Pandy (Tabla). Finalizando con el analisis, es relevante resaltar
que en el Ultimo LCR se observa nuevamente un aumento de los elementos, debido a una
coinfeccidn con P. aeruginosa, complicando su cuadro (Gréfico).

Para finalizar la discusidn es importante sefalar que durante esta internacion, se pudo
recuperar de un hemocultivo a S. haemolyticus y también, dado que el paciente estaba con
ARM, de una muestra de miniBAL se obtuvo crecimiento de P. aeruginosa y A. baumannii, lo
cual se interpreta como una infeccién intrahospitalaria. Todas estas coinfecciones son las
responsables de los valores de las leucocitosis y la hiperplaquetosis que presenta el paciente.
PERSPECTIVAS

Consideramos que al paciente se le brindd un servicio completo en cada internacién. Hubo
un trabajo interdisciplinario adecuado, los servicios del hospital que se involucraron fueron la
Guardia Médica, Clinica Médica, UCIM, UTI, diagndsticos por imagenes, Laboratorio Central y
SIEBE (Bacteriologia y Micologia). Ademas, en interconsultas se involucraron los Servicios de
Neumonologia y Neurologia. A su vez, se obrd conjuntamente con el Centro de Salud
correspondiente, para intentar asegurar la adherencia al tratamiento.

Para que la recuperacion sea exitosa, es necesaria la accién en conjunto de los agentes de
salud y el cumplimiento terapéutico por parte del paciente, pero tal como se puede
contemplar de forma recurrente en el caso, esto ultimo no se obtuvo, llevando a empeorar
su estado de salud de forma irreversible.

La falta de adherencia al tratamiento en esta patologia es multicausal, en donde se
entrelazan diferentes determinantes sociales en salud tales como: escolaridad, vivienda,
acceso a alimentos saludables, aire y agua de calidad y servicios de atenciéon en salud. Por lo
tanto los determinantes en salud constituyen una serie de factores personales, sociales,
econdmicos y ambientales que determinan el estado de salud de las personas que forman

parte de la poblacién.

10



AGRADECIMIENTOS

Queremos agradecer el aporte destacado de la coformadora Biog. Nancy Pavdn para el
desarrollo de este caso clinico.

Agradecemos también al drea de Bacteriologia del SIEBE por proporcionarnos informacion
sobre el paciente, al Servicio de Neumologia por acceder desinteresadamente a una
entrevista, al Servicio de Unidad de Terapia Intensiva por permitirnos acceder a su parte de la
historia clinica del paciente y finalmente al Director del Laboratorio Central, Bioq. Daniel de

Vuono, por facilitarnos la obtencion de la historia clinica completa.

BIBLIOGRAFIA

Arteaga Bonilla, R., Arteaga Michel, R., & Carvajal Valle, C. (2004). Meningitis tuberculosa.
Revista de la Sociedad boliviana de pediatria, 43(3), 164—-170.

Bernal O, Lépez R, Montoro E, Avedillo P, Westby K, Ghidinelli M. Determinantes sociales y
meta de tuberculosis en los Objetivos de Desarrollo Sostenible en las Américas. Rev

Panam Salud Publica. 2020; 44:e153. https://doi.org/10.26633/ RPSP.2020.153

Lasso B, M. (2011). Meningitis tuberculosa: claves para su diagndstico y propuestas
terapéuticas. Revista Chilena de Infectologia: Organo Oficial de La Sociedad Chilena de

Infectologia, 28(3), 238-247. https://doi.org/10.4067/s0716-10182011000300007

Ministerio de Salud de la Nacién. Coordinacion de Tuberculosis y Lepra. Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias Dr. Emilio Coni. (2024). Boletin N°7 Tuberculosis y lepra en
la Argentina.

Nardell, E. A. Tuberculosis extrapulmonar. Manual MSD versidon para profesionales.

Recuperado de https://www.msdmanuals.com/es-ar/professional/enfermedades

Reguera, R. M. (2014). Interpretacién del liquido cefalorraquideo. Anales de Pediatria

Continuada, 12(1), 30-33. https://doi.org/10.1016/s1696-2818(14)70164-7

11


https://doi.org/10.26633/
https://doi.org/10.4067/s0716-10182011000300007
https://www.msdmanuals.com/es-ar/professional/enfermedades-infecciosas/micobacterias/tuberculosis-extrapulmonar
https://doi.org/10.1016/s1696-2818(14)70164-7

TFO4

Alumna: Masia Rojkin, Maria Paz; Herrera, Camila
Tutor Académico: Rubies, Georgina
Lugar de realizacion: Hospital de Nifios Zona Norte

Poster

PURPURA TROMBOCITOPENICA IATROGENICA V!RF

Bloquimicasy

T
B

Camila, Herrera; Maria Paz, Masia Rojkin; Georgina Rubies; Mirta Tartabini
Facultad de Ciencias Bi imi y Fari éuti - UNR

Hospital de Nifios Zona Norte “Dr. Roberto M. Carra”

Pa

nte femenina se presenta con metrorragias, petequias y hematomas en miembros inferiores cuyo diagndstico | ¥
sugestivo es sindrome anémico con marcada plaquetopenia y sospecha de plrpura trombocitopénica autoinmune. Se
realiza transfus

n de plaquetas, glébulos rojos y gammaglobulina.

La paciente inicia cor

terapia con metilprednisolona y se le realiza puncion de médula Gsea que informa cambios
displdsicos mieloeritroides. Al presentar mejoria cinica se deriva por consultorio externo donde se realiza seguimiento con v
hemogramas semanales.

Al observar plaquetopenia en laboratorio control se asume como cuadro P— i
de trombocitopenia idiopatica. Se indica pulso de metilprednisolona con
escasa respuesta. Por presentar descensos continuos de recuento de plaquetas
en miltiples laboratorios, se indican varias transfusiones de concentrados de
plaquetas. La gammaglobulina no presenta respuesta y se acude al
Romiplostim subcuténeo que induce la produccién de plaguetas con
meprednisona con posterior mejoria del recuento plaguetario.

En la ecografia abdominal se evidencia hepatoesplenomegalia moderada sugestiva de angioma y en la AngioTAC realizada se obtuvieron
resultados normales descartando el sindrome de Kassabach-Merrit. En un nuevo laboratorio se observa recuento de plaquetas de 1000/mm3, y se
solicita anslisis (no autorizados) de factor de Von Willebrand, factor de ristocetina, dosaje de factor VIII y exén clinico, planteando descartar otras
causas de plaquetopenia como enfermedad de Von Willebrand, trombocitopenia hereditaria y anemia de Fanconi. Ademés, se realiza un
laboratorio completo con pedido de ENA, anti-cardiolipinas 1gG/IgM, anticoagulante lipico y 62 glicoproteina 1gG/IgM.

Por mejoria clinica y buen estado general se decide otorgar el alta hospitalaria con pautas de alarma y posterior seguimiento ambulatorio con el
Servicio de Hematologia. Dicho servicio, decide iniciar tratamiento con Eltromboplag durante 2 meses con seguimiento y controles con
hemogramas semanales. No se evidencia respuesta ni mejoria con el inductor plaquetario.

Los tratamientos propuestos no resultaron en una mejorfa sostenida, lo que refleja la complejidad del caso y la continua bisqueda de un

tratamiento efectivo. A la fecha, la paciente recibe el tratamiento con Eltrombopag y a la espera de una fecha de cirugia para una esplenectomia.

La parpura trombocitopénica idiopatica se define como una trombocitopenia aislada de origen autoinmune, con nimero normal o aumentado
de megacariocitos en médula 6sea, sin otra enfermedad subyacente, no atribuible 2 infeccidn virica o bacteriana ni a Ia accién de txicos quimicos
o medicamentos. Su_patogenia radica en la eliminacién prematura de las plaguetas recubiertas de autoanticuerpos por células del sistema
mononuclear fagocitico.

La esplenectomia es un tratamiento tradicionalmente considerado en casos de PTI refractaria que puede mejorar significativamente los niveles
de plaquetas al eliminar el principal sitio de destruccién plaquetaria mediada por el sistema mononuclear fagocitico. Al remover el bazo, se reduce
esta destruccién, permitiendo un aumento en el recuento plaguetario,
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PRESENTACION DEL CASO CLiNICO

Paciente femenina de 11 afios de edad sin antecedentes familiares significativos que ingresa
por guardia el dia 4 de diciembre presentando metrorragias, petequias y hematomas en
miembros inferiores y es derivada a la Unidad de Terapia Intensiva (UTI) del Hospital de Nifios
de Zona Norte “Dr. Roberto N. Carra” por presentar sindrome anémico con marcada
plaguetopenia (plaquetas 50 mil/mm3, ver laboratorio 4/12), y sospecha de purpura
trombocitopénica autoinmune. Se realiza transfusion de plaquetas y de glébulos rojos, y

gammaglobulina.

A partir del dia 18 de diciembre, ingresa a sala general donde se realiza corticoterapia con
metilprednisolona y se le realiza punciéon de médula ésea que informa cambios displasicos
mieloeritroides. A la fecha 22 de diciembre, la paciente recibe el alta por presentar mejoria
clinica, y es derivada por consultorio externo donde se realiza seguimiento con hemogramas

semanales.

El dia 4 de enero ingresa a internacidn en sala general para seguimiento y mayor control tras
constatar plaquetopenia en laboratorio control (plaquetas 7 mil/mm3, ver laboratorio
completo 4/01). Se asume como cuadro de trombocitopenia idiopatica (bicitopenia). Se
indica acido félico, complejo B12, anticonceptivos orales, vitamina D y calcio. Durante su
internacién es abordada por el Servicio de Hematologia donde se indica pulso de
metilprednisolona por 72 horas con escasa respuesta. Por presentar descensos continuos de
recuento de plaquetas en multiples laboratorios, se indican varias transfusiones de

concentrados de plaquetas.

Durante su internacidn, la paciente recibi6 gammaglobulina sin respuesta, por lo que se
administra Romiplostim subcutaneo (induce la produccién de plaguetas) en una oportunidad
y meprednisona cada 12 hs por 4 dias con posterior mejoria de los valores de plaqueta. Se
realiza en una ecografia abdominal donde se evidencia hepatoesplenomegalia moderada
sugestiva de angioma. Se realiza una interconsulta con Servicio de Dermatologia y de Cirugia
para solicitar AngioTAC cuyo resultado es normal, con el objetivo de descartar sindrome de

Kassabach-Merrit. Se solicita nuevo laboratorio (plaguetas 1000/mm3, ver laboratorio



completo 16/01) con andlisis pendientes (no autorizados) de factor de Von Willebrand, factor
de ristocetina, dosaje de factor VIII y exdn clinico, planteando descartar otras causas de
plaguetopenia como enfermedad de Von Willebrand, trombocitopenia hereditaria y anemia

de Fanconi.

Se realiza una interconsulta con el Servicio de Reumatologia donde se solicita realizar fondo
de ojo cuyo resultado es normal y laboratorio completo con pedido de ENA, anti-cardiolipinas

IgG/IgM, anticoagulante lUpico y R2 glicoproteina I1gG/IgM.

Al 18 de enero, la paciente presenta mejoria clinica y buen estado general por lo que se decide
otorgar el alta hospitalaria con pautas de alarma y posterior seguimiento ambulatorio con el
Servicio de Hematologia. Dicho servicio, decide iniciar tratamiento con Eltromboplag
(inductor de la produccion de plaquetas) durante 2 meses con seguimiento y controles con
hemogramas semanales hasta la fecha. No se evidencia respuesta ni mejoria con el inductor

plaguetario.

MARCO TEORICO

La trombocitopenia (cifra de plaquetas inferior a 100.000 plaquetas/ ml en sangre) puede
deberse a alteraciones de la médula ésea (trombocitopenias centrales) o a afecciones de las

plaquetas circulantes (trombocitopenias periféricas).

Las trombocitopenias periféricas se deben a la desaparicion de las plaquetas una vez que
estan en circulacién periférica. Cursan con megacariocitos normales o aumentados en la
médula dsea y semivida plaquetaria acortada. Pueden deberse a causa inmunoldgica o a
hiperconsumo, que ocurre principalmente en la sepsis, hiperesplenismo, microangiopatias,
asociadas con hemangiomas cavernosos (sindrome de Kasabach-Merritt), en la coagulacién
intravascular diseminada, hemorragias graves y procedimientos capaces de consumir

plaguetas como la circulacién extracorporea y la hemodialisis.

Las trombocitopenias de causa inmune, agudas o cronicas, presentan un aumento de

inmunoglobulinas adheridas sobre la superficie plaquetaria. Las trombocitopenias agudas



suelen ser secundarias a infecciones o ingesta de medicamentos, vacunas o posterior a un
proceso virico, al paso transplacentario de anticuerpos antiplaquetarios o a la sensibilizacién
transfusional. Mientras que las trombocitopenias crénicas se asocian a enfermedades como
lupus eritematoso sistémico (LES), infeccién por VIH, inmunodeficiencias adquiridas, leucemia

linfatica crdénica o sarcoidosis, aunque con mayor frecuencia son idiopaticas.

Presentan clinicamente purpura petequial o equimdtica, epistaxis, gingivorragias vy
metrorragias. Con menos frecuencia aparecen hemorragias retinianas, del humor vitreo y de
las meninges. La exploracién de la médula 6sea permite distinguir entre formas
megacariociticas y formas amegacariociticas. La dosificacion de las inmunoglobulinas
adheridas a la superficie de las plaquetas puede confirmar el origen inmunolégico de la

trombocitopenia.

La purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) se define por exclusién como una
trombocitopenia aislada de origen autoinmune, con nimero normal o aumentado de
megacariocitos en médula dsea, sin otra enfermedad subyacente, no atribuible a infeccion
virica o bacteriana ni a la accidon de téxicos quimicos o medicamentos. Su patogenia radica en
la eliminacién prematura de las plaquetas recubiertas de autoanticuerpos por células del
sistema mononuclear fagocitico (SMF). El principal lugar de eliminacién de las plaquetas es el
bazo, pero el higado y la médula ésea pueden contribuir significativamente. Hay una buena
relacion entre la cantidad de IgG adherida a la plaqueta y la cifra y vida media plaquetaria. En
la PTI los valores del trombopoyetina circulante son normales o algo disminuidos, en

contraste con las trombocitopenias amegacariociticas.

La trombocitopenia es mediada por distintos mecanismos: la destruccidon plaquetaria es
causada, basicamente, por anticuerpos antiglicoproteinas plaquetarias (principalmente,
lIb/1lla), pero también por citotoxicidad por células T CD8+. Estos mecanismos actuan,
ademds, sobre los megacariocitos e inhiben la sintesis de plaguetas. Los niveles inadecuados
de trombopoyetina contribuyen a esta menor sintesis. Hay evidencia que sugiere que algunos

isotipos de anticuerpos no causan destruccion, sino que inhiben la activacidén plaquetaria.



La PTI debe cumplir los cuatro requisitos siguientes: trombocitopenia, ausencia de
enfermedad infecciosa aguda concomitante, ausencia de patologia sistémica de base, y
megacariocitos normales o aumentados en la médula dsea. Los estudios minimos que se
deben pedir al momento de la primera consulta son los siguientes: hemograma completo con
recuento de plaquetas y visualizacidn del frotis de sangre periférica, coagulograma, serologia
viral y prueba de Coombs directa. Si la trombocitopenia se acompafia de anemia y/o
leucopenia, deberan descartar otras patologias causantes, fundamentalmente, leucemia

aguda y aplasia medular.

Dada la variabilidad espontdnea de la cifra de plaquetas y la existencia de trombocitopenias
prolongadas sin sangrado, el tratamiento se inicia con glucocorticoides (efecto sobre el
endotelio vascular) y, si no se consigue respuesta o hay contraindicacién para su empleo, se
recurre a la administracidn intravenosa de Ig a dosis elevadas o a la infusidn de globulina anti-
D. Como segunda linea se realiza la esplenectomia. La terapéutica citostatica
inmunosupresora se utiliza ante la ineficacia o contraindicacion de las anteriores. Cada vez se
tiende a retrasar mas la esplenectomia y se ensayan agentes con actividad trombopoyética
gue incrementan el recuento plaquetario (Romiplastin, Eltrombopag).

Romiplostim es un medicamento cuya funcidn es activar las vias de transcripcidn intracelular
para aumentar la produccién de plaquetas a través del receptor de la trombopoyetina (TPOR).
Su funcién es mimetizar la accion de la trombopoyetina natural al unirse al TPOR. De esta

manera, las células de la médula ésea generan mas cantidad de plaquetas.

Eltrombopag interacciona con el dominio transmembrana del TPOR y activa sistemas de
transduccion de sefales que son parecidos ya que funciona como un agonista del TPOR, pero
no idénticos a los de la TPO enddgena y que inducen la proliferacién y diferenciacion de los

megacariocitos y las células progenitoras de la médula dsea.

DISCUSION Y CONCLUSIONES DEL CASO

La paciente presenta un cuadro complejo de trombocitopenia, inicialmente diagnosticado
como purpura trombocitopénica autoinmune. Esta patologia se presenta con un aumento de

inmunoglobulinas adheridas sobre la superficie plaguetaria, es una condicién en la que el



sistema inmunoldgico ataca y destruye las plaquetas, resultando en niveles anormalmente
bajos de estas células sanguineas esenciales para la coagulacion, comprometiendo la funcién
hemostatica. Se constata en el laboratorio del 4 de diciembre un aumento marcado en las
proteinas totales a expensas de las inmunoglobulinas de isotipo IgG. También se refleja
marcada anemia y una disminucién del fibrindgeno debido al intento de detener la

hemorragia.

La intervencidn inicial incluyé transfusiones de plaquetas y gldbulos rojos, y administracion
de gammaglobulina, un tratamiento estdndar para la purpura autoinmune que busca reducir
la destruccion de plaquetas mediada por anticuerpos. Sin embargo, la falta de una respuesta
sostenida llevd a la necesidad de una reevaluacion diagndstica y un manejo mas intensivo con
corticoterapia, que funciona suprimiendo la respuesta inmunitaria aberrante e inhibiendo la

fijacion de los anticuerpos anti-plaquetarios a la superficie de las plaquetas.

El origen viral es una causa conocida de trombocitopenia, especialmente en infecciones
virales agudas como la rubéola, el VIH, y otros virus que pueden afectar la médula dsea o la
destruccion periférica de plaquetas. Sin embargo, en este caso, no se documentaron
infecciones virales recientes ni signos clinicos compatibles con infecciones virales agudas.
Ademas, no se mencionan resultados positivos en pruebas virales especificas, lo que apoya la

exclusién de un origen viral en la trombocitopenia de esta paciente.

Ante la baja respuesta de esta terapia combinada reflejada en una continua plaquetopenia
(ver grafico variacion en el recuento de plaquetas vs fecha), se descarta una purpura de origen

autoinmune e ingresa el 4 de enero a internacion para mas estudios y se concluye PTI.

La disminucidn continua de plaquetas, a pesar de multiples transfusiones y tratamientos con
inmunoglobulina y corticoides, llevé a la administracién de Romiplostim. La respuesta clinica
inicial a este agente fue suficiente, pero no persistente en el tiempo (ver grafico variacion en

el recuento de plaquetas vs fecha).



La ecografia abdominal que mostré hepatoesplenomegalia y la posterior AngioTAC normal,
junto con la necesidad de descartar el sindrome de Kassabach-Merrit, indican una busqueda

exhaustiva de causas secundarias de trombocitopenia.

La persistente trombocitopenia llevo a estudios adicionales para descartar otras causas como
la enfermedad de Von Willebrand, trombocitopenia hereditaria y anemia de Fanconi, asi
como evaluaciones reumatoldgicas que incluyen pruebas para anticuerpos antiplaquetarios,
anticoagulante lUpico, factor antinuclear, anticuerpos anti-antigenos nucleares extraibles y
anti-ADN, todos ellos importantes para descartar el LES y otros sindromes antifosfolipidicos.

Esto se puede observar en la tabla de laboratorio inicial.

Finalmente, el tratamiento con Eltrombopag no resulté en una mejoria sostenida, lo que
refleja la complejidad del caso y la continua busqueda de un tratamiento efectivo. A la fecha,
la paciente recibe el tratamiento con Eltrombopag y a la espera de una fecha de cirugia para
una esplenectomia. La esplenectomia es un tratamiento tradicionalmente considerado en
casos de PTI refractaria que puede mejorar significativamente los niveles de plaquetas al
eliminar el principal sitio de destruccion plaquetaria mediada por el sistema mononuclear
fagocitico. Al remover el bazo, se reduce esta destruccién, permitiendo un aumento en el

recuento de plaquetas.

Tabla de laboratorio

Laboratorios a/12 a/1 12/01 16/01 26/01 31/01 VR
Globulos rojos 2,78 445 3,77 3,7 4,22 4,08 4.06-4 62
Hemoglobina (g/dl) 7,1 10,2 8,8 B,6 9,6 9,5 125-142
Hematocrito (%) 21,1 342 28,1 27,1 31,3 30,8 37.7-53.7
Plaguetas (mil/ m3)] 50 7 55 i 3 B 150-400
Moderada L .
Observadones Anisopoiqu oc‘toss. anisoctosisy ligera Anisopoiguilocitosis Anisopoiguilocitosis | Anisopoiquilocitosis Anisopoiqu ocmsls,
Anisocromia L o o Discreta hipocromia
hipocromia
Fibrindgeno (mg/dl) 186 200-400
Proteinas totales (g/dl) B8 2,3 61-79
Albumina (g/dl) 3,7 4.02-4.76
Inmunogobulinas (z/dl) 5,6

Ligera

hiperafaiglobulina. Lgera

hiperbetaigobulina.

Observadones PxE Marcada
. Marcada
hipergammagiobulin .
hipergammaglobulina

a policlona

126 (mg/dl) 4051 4485 516-1054
Anticuerpos anti- REACTIVO

A-ADN NO REACTIVOC Titulo de

No reactivo para ADN
ds, histonas, smD1,
REACTIVO MCDERADC
A-ENA (U) 33 SNRNP, 3-Ro, 3-L3, 20-60
5cI70, CENF-B, Jo1,
nucleosomas

FAN REACTIVO: 1/40 REACTIVO: 1/160
Antic ante lipico 0.2 <1.2
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PERSPECTIVAS

La puncidon de médula ésea que reveld cambios displdsicos mieloeritroides sugiere una
posible disfuncion en la produccidn celular, pero no especifica para PTI, y plantea la necesidad
de investigar otras etiologias, incluyendo sindromes mielodispldsicos o trastornos

hereditarios.

El caso de esta paciente ilustra las dificultades diagndsticas y terapéuticas en el manejo de
trombocitopenias refractarias. Aunque inicialmente tratada como una PTI, la falta de
respuesta a terapias estandares y la evidencia de displasia en la médula dsea sugieren una
posible etiologia mas compleja o multifactorial. Para continuar la evaluacién exhaustiva de la
PTI, se sugiere la correcta evaluacién para causas secundarias, incluyendo trastornos

autoinmunes y hereditarios, es esencial para un diagnéstico preciso y tratamiento efectivo.
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Presentacidn

En el presente trabajo se desarrolla la importancia del rol del laboratorio publico asistencial

en el diagndstico rapido de enfermedades autoinmunes, particularmente las tiroideas.

Para ello nos centraremos en un caso que ingreso al Laboratorio Central donde se hallé un
valor excepcional e infrecuente en la practica diaria. Se trataba de un resultado de
Tiroglobulina mayor a 500 ng/ml en un paciente masculino, de 37 afios de edad que ingreso
a la guardia del hospital por cuadro de 1 mes de evolucion caracterizado por vémitos,
sudoracién nocturna, bocio marcado, palpitaciones, pérdida de peso, temblores, ansiedad y

exoftalmia con diagndstico presuntivo de Hipertiroidismo Autoinmune.
Marco tedrico

Normalmente, el sistema inmune distingue lo propio de lo extraifio y nos defiende de agentes
externos como los virus o bacterias. Una enfermedad autoinmune es una condicidon
patolégica en la cual el sistema inmunitario se convierte en el agresor que ataca y destruye a
los propios dérganos y tejidos corporales sanos. El estudio de enfermedades inmunolégicas
resulta complejo y requiere examenes especificos. A menudo, el diagndstico de una
enfermedad autoinmune implica la deteccidn de autoanticuerpos, aunque su mera presencia
no es suficiente para confirmarlo. Por lo tanto, es esencial comprender las caracteristicas
clinicas de cada enfermedad y los grupos etarios mas afectados. Esto, junto con los
antecedentes médicos y familiares, ayuda a determinar el nivel de sospecha diagndstica

antes de solicitar pruebas adicionales (Hospital Aleman, 2024).

Las enfermedades autoinmunes constituyen un grupo heterogéneo de patologias, con
manifestaciones clinicas diversas en funcidn del érgano y/o tejido afectado. Se las clasifica en
sistémicas y érgano-especificas. En este contexto, uno de los érganos que podria ser afectado
es la glandula tiroides, pudiendo generar diversas patologias, como es el caso de la

Enfermedad de Graves.

Particularmente, es una enfermedad autoinmune caracterizada por hipertiroidismo
secundario a autoanticuerpos circulantes y a inmunoglobulinas estimulantes del tiroides que

se unen y activan al receptor de tirotropina que se encuentra en la superficie de las células



foliculares tiroideas, causando un incremento de la sintesis de hormonas T3 y T4 y un
aumento de volumen de la glandula tiroides (Rey Nodar, S., 2012). Las manifestaciones
dependen de la edad del paciente al inicio de la patologia, de la gravedad y duracidn de esta
forma de hipertiroidismo; sin embargo, esta tiene una presentacion clinica muy caracteristica
que permite su identificacidn. Entre los signos y sintomas mas especificos para sospechar la
presencia de la enfermedad esta la triada de bocio, palpitaciones y exoftalmos, ademas de
inquietud motora, ansiedad, irritabilidad, fatiga, pérdida de peso, debilidad muscular y

sudoracion (Alzate, Manuela C,; Rojas, Manuela A., 2023).

Durante los ultimos cuarenta afos, los avances en la sensibilidad y especificidad de los
métodos bioquimicos para el estudio de la funcidn tiroidea han tenido un notable impacto
en el diagndstico mas certero, mds preciso y mas rapido como asi también en el tratamiento
de las enfermedades tiroideas. Actualmente se dispone de determinaciones séricas de
hormonas tiroideas totales (TT4 y TT3), libres (T4L y T3L), y de tirotropina (TSH). Por otra
parte, el reconocimiento de la autoinmunidad, como causa de disfuncion tiroidea, ha
conducido al desarrollo de métodos para la deteccion de autoanticuerpos antitiroideos:
anticuerpo antiperoxidasa tiroidea (a-TPQ), anticuerpo antitiroglobulina (a-TG) y anticuerpo
antireceptor de TSH (a-TSHR), siendo su determinacién parte importante de la evaluacién del

paciente con enfermedad tiroidea (Marrero Rodriguez, Maria T, 2012).

Estas determinaciones nombradas se realizan por el método de electroquimioluminiscencia
(ECLIA). Esta es una inmunoreaccion donde el Ac o el Ag biotinilado se incuba con la muestra
y el marcador de Rutenio unido a Ag o Ac. El inmunocomplejo formado es capturado por
particulas de poliestireno magnéticas recubiertas con estreptavidina que fijan a las moléculas
biotiniladas, y luego de una incubacion las particulas son arrastradas a una celda de flujo. Alli
el proceso continta del siguiente modo, primero se separa la fraccidn unida de la libre
mediante un magneto ubicado debajo del electrodo, el inmunocomplejo queda retenido en
la superficie del electrodo. Posteriormente a un lavado, se genera la sefal de
electroquimioluminiscencia al aplicar un voltaje al electrodo. El rutenio pasa a un estado
excitado, inestable y luego decae a su estado basal emitiendo un fotén a 620 nm. Una sola
molécula de rutenio puede generar muchos fotones por reciclado del proceso de excitacién,

logrando la amplificacidn de la sefial con limites bajos de deteccion.
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Imagen 1: Metodologia ECLIA

La tiroglobulina (Tg) es una glucoproteina sintetizada por los tirocitos y segregada a la luz de
los foliculos tiroideos. Su produccién es estimulada por la Tirotrofina y por el déficit de lodo.
Es indispensable para la sintesis de las hormonas tiroideas (T3 y T4). Se han descrito
concentraciones elevadas en diferentes trastornos tiroideos tales como la enfermedad de
Hashimoto, la enfermedad de Graves, el adenoma tiroideo y el carcinoma de tiroides. La
deteccién se hace utilizando anticuerpos monoclonales biotinilados anti-Tg y un anticuerpo
monoclonal anti-Tg marcado con quelato de rutenio (Roche Diagnostics, 2023). Su principal
utilidad es en el seguimiento de tratamiento de cancer tiroideo, pero en aquellos casos
donde no lo haya aporta valor diagndstico a la tirotoxicosis facticia, en la cual no se
encuentran elevados los niveles de Tg, para investigar la etiologia del hipotiroidismo
congénito, evaluar la actividad de la tiroiditis inflamatoria (tiroiditis subaguda y tiroiditis
inducida por amiodarona), confirmar antecedentes de tiroiditis (hasta 2 afios), dado que la Tg

es el ultimo pardmetro bioquimico en normalizarse después de una tiroiditis y es un



indicador del estado de ingesta de yodo en una determinada poblacién (Marrero Rodriguez,

Maria T, 2012).
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Imagen 2: ECLIA para TG

Dentro de las pruebas también realizadas se encuentra la hormona estimulante de la
glandula tiroides (TSH) que es una glucoproteina compuesta por dos subunidades. Se
produce en las células basodfilas especificas de la hipdfisis y esta sujeta a un ritmo circadiano
de secrecién. La liberacion hipofisaria de la TSH constituye uno de los mecanismos
reguladores de la accién bioldgica de las hormonas tiroideas. Pequefias variaciones en la
concentracién de la fraccion libre de las hormonas tiroideas implican importantes
alteraciones a nivel de TSH. Es un parametro altamente sensible y especifico para la
interpretacion de la funcidn tiroidea, idoneo para la deteccion y/o exclusion de alteraciones
en el mecanismo de regulacién central del hipotdlamo, hipdfisis y la tiroides. Para su
deteccién se utilizan anticuerpos monoclonales dirigidos contra la TSH humana. Su utilidad

principal es la deteccion de hipo e hipertiroidismo primario. Ademas es importante para



diferenciar entre hipotiroidismo 1rio y 2rio y el control del tratamiento con hormonas

tiroideas (Roche Diagnostics, 2023; Marrero Rodriguez, Maria T, 2012).

En cuanto a la T4 influye de manera anabdlica sobre el metabolismo, formandose en la
tiroides en una reaccion que acopla dos moléculas DIT (3,5 - diyodotirosina). La deteccion de
T4 se recomienda en la deteccion de hipo e hipertiroidismo. Solo un pequefio porcentaje
circula libre, que es la biolégicamente activa. La mayor parte de encuentra unida a la
globulina fijadora de tiroxina (TBG), prealbumina y albiumina es por eso que las
determinaciones de T4 total y T3 Total son utiles en situaciones clinicas en las que no se
presenten anomalias relativas a los niveles circulantes de las mismas. (Roche Diagnostics,

2024; Marrero Rodriguez, Maria T, 2012)

Ademads, la determinacién de T4 libre (T4L) se utiliza para evaluacién de hipo e
hipertiroidismo, en cuadros que provoquen cambios proteicos que afecten a la T4 total,
como, por ejemplo; ingesta de farmacos, alteraciones proteicas por trastornos renales. La
determinacion de tiroxina libre se ha convertido en un método esencial de diagndstico
clinico de rutina, se mide conjuntamente con la TSH frente a la sospecha de una disfuncidn
tiroidea, también es idonea para supervisar tratamientos tirosupresores. Dicha evaluacidn se
efectia con un anticuerpo especifico anti-T4 marcado con quelato de rutenio (Roche

Diagnostics, 2022; Marrero Rodriguez, Maria T, 2012).

Por otro lado, T3 es la principal hormona responsable de los efectos de las hormonas
tiroideas sobre los distintos érganos diana. La mayor parte de la T3 se forma de manera
extratiroidea en el higado por 5’ desyodacion de la T4. Esta es la razdn por la cual la T3 refleja
mas el estado funcional del tejido periférico que la tasa de secrecidn. Se utilizan anticuerpos
policlonales especificos dirigidos contra la T3. Su utilidad se basa en el diagndstico de:
hipertiroidismo por T3, para detectar hipertiroidismo precoz, asi como para el diagndstico

de tirotoxicosis facticia. (Roche Diagnostics, 2023; Marrero Rodriguez, Maria T, 2012).

Particularmente la triyodotironina libre (fT3) representa solamente el 0.2-0.4 % de la T3
total, es la forma bioldgicamente activa. Tiene la ventaja de no depender de variaciones en la
concentracién ni la capacidad de fijacion de las proteinas ligantes. Su determinacién se

realiza  utilizando un anticuerpo monoclonal anti-T3. Es util para diagndstico de



hipertiroidismo y su tratamiento y también tirotoxicosis por T3 (Roche Diagnostics, 2023;

Marrero Rodriguez, Maria T, 2012).

El anticuerpo anti-tiroperoxidasa (anti-TPO) es un anticuerpo dirigido contra la
tiroperoxidasa, el cual se encuentra en titulos elevados en el 70-85% de los pacientes
afectados por la enfermedad de Graves-Basedow. El anticuerpo es detectado empleando
antigeno recombinado y anticuerpo policlonales anti-TPO marcados con rutenio. Es Gtil para
el diagndstico diferencial de la enfermedad de Graves Basedow, y de otras causas de
hipertiroidismo, como son, tirotoxicosis facticia, tiroiditis subaguda, tiroiditis posparto y
bocio nodular téxico, como factor predictivo de disfuncién tiroidea durante la terapia con
interferén alfa, interleucina 2, amiodarona o litio, y como indicador de riesgo de
hipotiroidismo autoinmune en poblacién mayor de 60 anos, con sindrome de down y

durante el embarazo (Roche Diagnostics, 2022; Marrero Rodriguez, Maria T, 2012).

Siguiendo con los anticuerpos anti- tiroglobulina (anti-Tg) se encuentran normalmente
elevados en tiroiditis de origen autoinmune. Su frecuencia es de un 30-50% en personas con
la enfermedad de Graves-Basedow. Es normalmente utilizado para el diagndstico vy
seguimiento en la tiroiditis de Hashimoto o descartar diagnodsticos diferenciales (Roche

Diagnostics, 2023).

La medicidon de anticuerpos anti-TSHR (TRAb) resulta atil en la deteccién o exclusién del
hipertiroidismo autoinmune y la diferenciacion entre hipertiroidismo autoinmune vy
autonomia diseminada tiroidea. La presencia de TRAb indica que la tirotoxicosis del paciente
tiene mas bien una etiologia autoinmune y no se debe a un bocio nodular téxico. También se
utiliza en en el seguimiento del tratamiento en pacientes con la enfermedad de
Graves-Basedow y en la prediccién de recidiva y durante el dltimo trimestre del embarazo ya
qgue los TRAb son anticuerpos del tipo inmunoglobulina G capaces de traspasar la placenta

pueden provocar que el neonato contraiga la enfermedad tiroidea (Roche Diagnostics, 2023).

Resultados

Ante la observacién del resultado anormal consideramos para nuestra formacién indagar
sobre el paciente. Para ello nos dirigimos a la sala de donde provenian sus solicitudes y

conversamos con él y sus médicos a cargo.



Si bien la signosintomatologia era muy significativa los profesionales a cargo evaluaron la
solicitud de algunos analisis de laboratorio para su diagnédstico definitivo y tratamiento

inicial.

Los andlisis generales prescriptos fueron: Hemograma completo, Acido base, lonograma,
Hepatograma, Inmunoserologia, Fosfatemia, Calcemia, Glicemia, Creatinina, Uremia y
Magnasemia. Dentro de los de directa especificidad con la patologia se solicitd: Acs anti TPO,

y a-Tg, Tiroglobulina, TSH, T4, T4L, T3 y Acs anti receptor de TSH.

Se observd un ligero aumento de glébulos blancos acompafiado de una moderada eosinofilia
fue el Unico hallazgo entre los parametros rutinarios y a los que no se les asignd ninguna

implicancia definitiva. En cambio los valores siguientes fueron contundentes:

PRUEBA RESULTADO UNIDADES VALOR DE REFERENCIA
Tiroglobulinas > 500,00 ng/ml 1,40-78,00

Tiroxina > 24,860 ng% 51-14,1

Tiroxina Libre >7,77 ng/dl 0,93-1,70
Triiodotironina > 651 ng% 80-220

Tirotrofina Sérica < 0,005 pul/ml 0,27 - 4,20

Acs a-Receptor TSH 33,86 u/I 0,00-1,75

Acs a-Tiroglobulina 25 ul/ml 0-115

Acs a-Tiroperoxidasa | 100 ul/ml 0-34

Tabla 1: Resultados de los analisis correspondientes al paciente a la fecha 23/4/2024

Discusion

El paciente presenté sintomas compatibles con un hipertiroidismo como son vémitos,
sudoracién nocturna, palpitaciones, pérdida de peso, temblores, ansiedad, exoftalmia y un

marcado bocio que en la ecografia presentd un aumento de tamafio en forma global con




morfologia conservada, parénquima ligeramente heterogéneo, sin lesiones focales. Sin
signos de adenomegalias yugulocarotideas bilaterales. Si bien los sintomas son

caracteristicos se necesita confirmacion por analisis de laboratorio.

Los resultados de laboratorio terminaron por confirmar un hipertiroidismo debido a una TSH
practicamente indetectable y valores de T3, T4 y T4L elevados. En este caso al tener no solo
la T3 elevada, sino T4, T4L y tiroglobulina también elevados, la informacién que aporta este

resultado es apoyando el diagndstico de hipertiroidismo en vez del de tirotoxicosis facticia.

El origen de este hipertiroidismo se concluye autoinmune debido a la presencia de titulos
elevados de Acs a-Receptor de TSH y Acs a-Tiroperoxidasa, que como se menciond en el
marco tedrico ambos se utilizan para el diagndstico o exclusién de un hipertiroidismo

autoinmune.

Conclusién

Los resultados que se informaron del Laboratorio, apenas 2 horas después de su solicitud,
contribuyeron definitiva y francamente al establecimiento del diagndstico, a la conducta

terapéutica inmediata y a las futuras acciones médicas que se consideraron pertinentes.

Este caso resalta la importancia del laboratorio clinico e inmunoldgico a la hora de arribar a
un diagndstico ya que arroja informacién sustancial para lograr diferenciar entre las distintas
patologias con una clinica similar. En este caso que le permitid discernir entre si era un hiper
o hipotiroidismo y de qué origen se trataba. Esto resulta crucial para diagnosticar, tratar y
monitorear enfermedades, ademds de contribuir significativamente a la investigaciéon vy al

avance continuo en el campo de la medicina.

Por lo tanto, los laboratorios clinicos deben su importancia a la capacidad que tiene para
generar informacion detallada y precisa que sirve de guia a la hora de la toma de decisiones
médicas. Por ello deben ser protagonistas en los disefios de planes y protocolos especificos y

de su aplicacién en su area de influencia.



Perspectivas

Entre las consideraciones finales que se desprenden de nuestro trabajo y que no queremos
soslayar se encuentran: propender siempre a una mayor y mejor comunicacion entre los
profesionales de las distintas areas médicas y bioquimicas, mantener el contacto con el
paciente para el seguimiento del tratamiento instaurado mediante las pruebas de laboratorio
adecuadas y no olvidar que detras de cada resultado, hay un paciente que merece siempre la
personalizacién adecuada que, a veces, requiere mayor esfuerzo adicional al mero hecho de
elevar un informe al médico solicitante. Ademas, nos gustaria sugerir la incorporacién de las
enfermedades tiroideas a las campafias de concientizacidn del Hospital, asi como la entrega
de folletos con informacién relevante. Creemos que es importante aumentar la conciencia de
la poblacidon sobre los sintomas asociados a las enfermedades tiroideas, de modo que

puedan buscar atencion médica y obtener asi un diagndstico mas rapido.
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INTRODUCCION

El Centro de Especialidades Médicas Ambulatorias de Rosario (CEMAR) fue inaugurado el 31
de julio de 1999, durante la gestion del entonces intendente de la ciudad Dr. Hermes Binner,
en la interseccién de las calles San Luis y Balcarce. Surgié para centralizar la atencidn
especializada estatal de la ciudad y, desde su creacién, funciona como un gran equipo
matricial de apoyo para la red de salud publica de Rosario y la region; constituyendo un
modelo de tal éxito que ha sido replicado en Santa Fe capital bajo las siglas de CEMAFE.

El CEMAR se dedica a la resolucién de problematicas sanitarias que implican un grado de
especializacidon y tecnologia intermedios pero que no requieren de internacién hospitalaria,
por ende, es un nexo articulador entre los centros de primer nivel y los hospitales de mayor
complejidad. Entre sus especialidades, cuenta con un laboratorio bioquimico donde se
reciben muestras principalmente de todos los centros de salud y hospitales municipales, de
algunos provinciales, de diversos efectores de salud de la regidon (SAMCOs) y de laboratorios

privados.

OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar una descripcion global de la organizacién de un laboratorio bioquimico de referencia

en la ciudad.

Objetivos especificos

1. Describir la organizacion general del laboratorio bioquimico del CEMAR.

2. Describir brevemente las tareas que se realizan en cada drea del laboratorio, junto con su
equipamiento particular.

3. Realizar una aproximacion a la politica de calidad de los resultados ofrecidos.

4. Describir el rol que cumple el laboratorio bioquimico del CEMAR en la ciudad.

DESARROLLO

Direccion de Bioguimica

El laboratorio bioquimico del CEMAR es parte de la Red de Laboratorios dependientes de la
Direccion de Bioquimica (Fig. 1), la cual pertenece a la Secretaria de Salud Publica de la
Municipalidad de Rosario desde su creacién en 1978. Dicha red posee estructuras

transversales que incluyen: Area Gestion de Calidad, Direccién de Relaciones e Interservicios



(DRI), Centro de Gestiéon de Muestras, Informacién y Resultados, Area Suministros de
Insumos, Area Soporte Técnico y Mdviles de Transportes de muestra e insumos. De esta
manera, coordina los 8 laboratorios que la integran para resolver la demanda de analisis de
todos los niveles de atencion bioquimica, en el tiempo adecuado, con calidad analitica y
prestacional, teniendo como laboratorio central el del CEMAR.

< DIRECCION DE BIOQUIMICA )

l
| |

DEPARTAMENTO DE DEPARTAMENTO DE
COORDINACION DE GESTION COORDINACION ASISTENCIAL

Equipo de Coordinacion

Equipos de Gestion

Division Gestion de Calidad

Equipo de Planificaccién

Equipos de Redes Tematicas

Divisién de Interservicios I

-CEMAR.
Hospital "Roque - Atencion Primaria de la Hospital “Intendente Hospital *Juan. B Banco Central
Saenz Pefia” Salud Carasco” Alberdi” de Sangre
- Maternidad Martin

Hospital de
Emergencias
*Clemente Alvarez’

Hospital de Nifios
“Victor J. Vilela®

Figura 1. Organigrama de la Direccidn de Bioquimica.

Organizacion y alcance

El laboratorio bioquimico del CEMAR estd ubicado en el primer subsuelo del edificio,
ocupando una superficie total de 624 m?. Posee un total de 83 empleados, de los cuales 58
son profesionales bioquimicos/as, mientras que los 25 restantes son técnicos/as de
laboratorio, operarios/as y/o personal administrativo y de soporte informatico. La jefatura
del laboratorio (Fig. 2) es ejercida por la directora, Biog. Stella Maris Acebal en conjunto con
la vicedirectora, Biog. Silvia Calatayud; en el orden jerarquico siguiente encontramos 6 jefes

de Area, los cuales son también bioquimicos.
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Figura 2. Organigrama del Laboratorio bioquimico del C.E.M.A.R

Las distintas dreas trabajan en conjunto para resolver eficientemente los analisis de una gran
cantidad de muestras por dia, las cuales tienen multiples origenes que podemos agrupar en
4 grandes grupos.

El primero comprende el mayor nimero de muestras y estd compuesto por los centros de
Atencién Primaria de la Salud (APS). Estos son 45 municipales, 32 provinciales de Rosario,
algunos regionales como el de Arequito y 6 centros penitenciarios. De este grupo se reciben
unas 800 érdenes al dia aproximadamente.

Al segundo lo integran pacientes de consultorio externo (CE), es decir aquellas personas que
acuden a los boxes de extraccion derivados por médicos especialistas que atienden en el
CEMAR, el servicio de consejeria de infecciones de transmision sexual (ITS) y hepatitis virales,
y la aseguradora de riesgos del trabajo (ART) de los trabajadores municipales. Ademas,
acuden aquellos pacientes de centros de APS que no realizan extracciones. De este grupo se
reciben alrededor de 100 6rdenes por dia.

El tercer grupo esta compuesto por las muestras provenientes de la Maternidad Martin
(ubicada en el 5° y 6° piso del edificio), tanto de neonatos (NE) como de embarazadas y
puérperas (MA) internados o que acuden al servicio de guardia.

Por ultimo, el cuarto grupo, integrado por muestras derivadas por distintos efectores al
CEMAR, a raiz de falta de tecnologia. Incluye hospitales de la red municipal y hospitales
provinciales de Rosario, 33 efectores de la provincia, el Instituto Municipal de Salud Animal
(IMUSA), el Centro de Tecnologia de Salud Publica (CTSP) perteneciente a la Facultad de
Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas (FBIOyF) de la Universidad Nacional de Rosario,
laboratorios privados, entre otros.

A continuacion, se procedera a describir las secciones visitadas de cada area del laboratorio

durante nuestra practica profesional obligatoria.



Area Preanalitica

Muestreo

Sector integrado por un bioquimico referente, 10 técnicos y 6 pasantes cuyas tareas
consisten en recibir las muestras provenientes de los centros de APS, cotejar datos filiatorios,
faltantes y/o sobrantes con las érdenes, y asignar un numero de identificacion (ID) para el
ingreso a sistema. Luego las muestras son etiquetadas y derivadas para su
acondicionamiento (centrifugacion, fraccionamiento, etc.) en caso de requerirlo, y
finalmente distribuidas a las areas analiticas correspondientes.

Extraccion

Incluye 2 boxes donde se realizan extracciones de 6:30 hs a 10:00 hs. Hay 2 extraccionistas
que, ademads de tomar las muestras, las etiquetan y clasifican, para luego ser recolectadas
por un técnico del sector de muestreo que las introduce al flujo operativo intrinseco del
laboratorio. Una de ellas realiza 2 turnos fijos matutinos de extracciones en la Maternidad
Martin, mientras que otro técnico realiza una rotacion por la tarde.

Administracion

Admision y atencidn al publico: encargada de brindar informacion y asesoramiento, ingresar

o6rdenes de pacientes que concurren para la toma de muestra en los boxes y entregar
informes de resultados personalmente.

Centro de ingreso de ordenes provenientes de APS: luego de pasar por Muestreo, en este

sector se ingresan las érdenes al sistema con el nimero de ID de cada paciente y se generan
las etiquetas correspondientes a cada muestra. Este sector estd integrado por 4 técnicos,
quienes simultdneamente realizan una primera instancia de auditoria para agilizar el flujo de
trabajo.

Auditoria Interna: 3 a 7 bioquimicas segun la demanda, controlan todas las érdenes del dia
(una vez ingresadas al sistema) y, de acuerdo a una serie de criterios estipulados, eliminan
ciertas determinaciones con el fin de optimizar recursos. Ademas, verifican el correcto
ingreso al sistema de cada determinacion y los datos filiatorios. Existe un control continuo
que lleva a la toma de decisiones con el fin de corregir errores que se cometen en el area
preanalitica.

Area de derivaciones del laboratorio CEMAR (ADELAC): sector encargado de las derivaciones
de alta complejidad. Realiza el ingreso de d6rdenes al sistema, recepciéon de muestras,

etiquetado y clasificacion, como también el envio de informes de resultados. También se



encarga de recopilar y enviar las fichas epidemiolégicas de infecciones de denuncia
obligatoria; y del acondicionamiento para la derivacion de muestras por parte del

laboratorio.
Area Analitica

Biologia molecular y celular

Sector dedicado principalmente al diagndstico y seguimiento molecular de infecciones,

siendo un Centro de Referencia a nivel del Sur de la provincia de Santa Fe de deteccidén de

virus respiratorios como SARS-CoV-2, dengue, zika y chikungufia; fiebre hemorragica,

leptospirosis, tuberculosis, chagas y HIV. En conjunto con el CTSP, nuclean las tipificaciones y

confirmaciones diagndsticas de agentes virales, bacterianos, micolégicos y parasitolégicos.

Este sector esta conformado por 10 bioquimicos, dirigidos por un Dr. en Cs. Bioldgicas,

asignados en 5 salas aisladas una de otra y con equipamiento exclusivo en forma obligatoria

para evitar contaminaciones. En cada una de estas salas se realizan:

e Extraccidén de acidos nucleicos, manual bajo campana de flujo laminar o automatizada si
el volumen de muestra es mayor.

® Preparacion de la mezcla de reaccién (master mix).

e Reaccion en cadena de la polimerasa de punto final (PCR), cuantitativa (qPCR) o con
previa retro transcripcion (RT-PCR). Puede ser automatizada para deteccion de multiples
agentes infecciosos en paneles respiratorios, de meningitis, sindromes febriles y
gastrointestinales.

e Electroforesis en geles de agarosa, en caso de realizar PCR.

e Citometria de flujo para cuantificacién de la subpoblacién linfocitaria que acompaiia a
cada determinacién de carga viral de VIH.

Microbiologia

Abarca las especialidades Parasitologia, Micologia y Bacteriologia, convirtiéndose asi en el

segundo sector con mayor cantidad de profesionales bioquimicos, siendo un total de 6 por la

mafiana y 4 por la tarde, quienes trabajan en conjunto con 3 técnicos. Cada bioquimico esta

a cargo de una serie de determinaciones especificas de acuerdo al tipo de muestra sobre la

cual se realizan, como por ejemplo urocultivos, coprocultivos, cultivos de anaerobios,

gérmenes del tracto respiratorio, examen directo de materia fecal seriada o hisopado anal,

entre otros.



Dentro de las muestras recibidas, son de destacar loquio, placenta, restos ovulares y LCR
para cultivo bacterioldgico, las tres provenientes de la Maternidad Martin; como asi también
los hisopados vaginales y anales para la busqueda de Streptococcus agalactiae en
embarazadas cursando entre la trigésimo sexta y trigésimo octava semana de gestacion.
Aparte de lo mencionado, también realiza en forma rutinaria cultivos de flujo vaginal,
abscesos, secreciones uretral, ocular y ética; semen, heridas, partes blandas, huesos, piel y
faneras, esputo, exudado faringeo, lavado bronco alveolar (BAL), aspirado traqueal vy
hemocultivos, hisopados nasal, anal y/o inguinal. A nivel de alta complejidad realiza la
busqueda de Bordetella spp y Vibrio cholerae, Escherichia coli enterohemorragica (ECEH), y
seguimiento de portaciones en pacientes con fibrosis quistica. Es de destacar que es un
centro de referencia de Micologia para la ciudad y el sur de la provincia.

Este sector cuenta con un sistema VITEK 2 COMPACT para antibiogramas automatizados e
identificacion, dos hemo cultivadores y una campana de bioseguridad de nivel 2 para el
procesamiento de muestras potencialmente infectivas. Ademds de un equipo de
identificacion por espectrometria de masas con desorcidn/ionizacién laser asistida por matriz
(MALDI-TOF), el cual utilizan para identificacién rapida de bacterias y levaduras
(prescindiendo de pruebas bioquimicas, y ya es utilizado por los demds hospitales de la Red
Municipal y Provinciales de Rosario constituyendo la “Red MALDI-TOF”.

Inmunoanalisis

Este sector ejecuta gran cantidad de determinaciones y, por consiguiente, recibe un volumen
importante de muestras, como asi también presenta el mayor nimero de profesionales
bioquimicos, siendo un total de 13, distribuidos en ambos turnos, con predominio en el
turno mafiana. También es el sector que posee el mayor nimero de equipos automatizados,
capaces de efectuar inmunoensayos con diversos fundamentos: quimioluminiscencia (Advia
Centaur XP y XPT), electroquimioluminiscencia (Alinity i y Cobas e 801), ELFA (Minividas),
ELISA y fijacién de complemento (EVOLIS y Chorus TRIO), y proteinograma por electroforesis
e inmunofijacidon (G26). Ademas, cuenta con kits manuales para realizar hemaglutinacion,
inmunoblotting, ELISA e inmunofluorescencia, en sus formatos tanto directo como indirecto.
Estas alternativas diagndsticas se combinan para cada determinacién en funcién de los
algoritmos estipulados, disponibilidad de reactivos y directivas provenientes de centros de

referencia.



Los inmunoanalisis de importancia epidemioldgica aqui realizados consisten en el
diagnostico de enfermedades bacterianas como sifilis, brucelosis; parasitarias como chagas y
toxoplasmosis; y virales como VIH, hepatitis B y C, hantavirus, dengue, zika y chikungufia,
fiebre hemorragica argentina. Ademas, se realiza el dosaje de diversas drogas y metabolitos
de interés como hormonas esteroideas, tiroideas, vitaminas, acido vainillin mandélico, entre
otros; y deteccién de autoanticuerpos para el diagndstico de enfermedades autoinmunes.
Bioquimica Clinica

Compuesta por dos sectores:

Hematologia

Sector de suma importancia dada la elevada frecuencia de solicitudes médicas con

peticiones de hemograma y hemostasia. El flujo de muestras inicia con la recepcion de los

pacientes oncoldgicos, que asisten a sus respectivas sesiones de quimio y/o radioterapia, con
la finalidad de evaluar si pueden ser sometidos a tales tratamientos. A lo largo de la mafana
se procesan las muestras de CE y, por la tarde, todas aquellas provenientes de APS y ADELAC.

Para ello, dispone de tres equipos automatizados:

e Cobas t 511: para pruebas que evalian el mecanismo hemostdtico: tiempo de
protrombina (TP), tiempo de tromboplastina parcial activada (KPTT), tiempo de trombina
(TT), dosaje de fibrinégeno, actividad del factor V, screening y prueba confirmatoria de
anticoagulante lupico (test de Rusell) y monitoreo terapéutico con heparina por
determinacidén cuantitativa de su actividad anti-Xa.

e Sysmex XN-3000: combinacidn de dos modulos y un extensor y tintor de frotis
interconectados en serie. Los dos primeros funcionan como contadores hematoldgicos
por citometria de flujo fluorescente, uno identifica y cuantifica las subpoblaciones
leucocitarias y eritrocitarias, incluso sus formas inmaduras; el segundo adiciona el
recuento y analisis estructural de plaguetas y, eventualmente de ser necesario,
reticulocitos. Ademas, los dos mddulos arrojan los restantes pardmetros incluidos en un
hemograma completo.

Por otra parte, el mdédulo de preparacion y tincidn de frotis recepciona aquellas muestras
cuyo extendido podria proporcionar informacion clinica relevante y, por ende, son tefiidas
con May Grunwald y Giemsa para su posterior andlisis microscépico en forma manual.
Esto representa una gran ventaja en cuanto a tiempos de analisis reducidos y también

respecto a la estandarizacion de la técnica de tincidn, aunque el consumo de reactivos es



superior a la metodologia manual y su aplicaciéon se evalla segun disponibilidad de
insumos.

e VES-Matic Cube|30: para obtener la velocidad de eritrosedimentacién (VES).

Quimica Clinica

Concentra una enorme variedad de analisis de laboratorio, y en consecuencia el mayor

volumen de muestras. Habitualmente recibe muestras heparinizadas del Banco de Sangre

para la cuantificaciéon de creatinina plasmatica y calculo de indice de filtracién glomerular,

tubos con EDTA para la determinacion de hemoglobina glicosilada (HbAlc), muestras sin

anticoagulante para determinaciones seroldgicas, muestras anticoaguladas con fluoruro para

la cuantificacion de glicemia y muestras de orina fraccionadas previamente en preanalitico.

Resulta de suma importancia la verificacion diaria de los controles de calidad para cada

determinacién, ya que se dispone de controles multivariables, es decir para varias

determinaciones, o univariables que solamente permiten controlar una determinacién en

particular. Esta tarea es supervisada a primera hora del dia por las dos bioguimicas que

trabajan en el sector.

Estd equipado con cuatro aparatos automatizados que permiten agilizar significativamente el

trabajo y procesamiento del numeroso volumen de muestras recibidas diariamente.

e Cromatdgrafos liquidos de alta eficiencia (HPLC) “Variant | 'y Il Turbo HbA,. Kit - 2.0” para
la determinacién de HbAlc

e Autoanalizador de la serie Cobas 6000 constituido por dos moédulos c501 que realizan
mediciones colorimétricas, potenciométricas e inmuno turbidimétricas para una
multiplicidad de determinaciones rutinarias, tales como glicemia, perfil lipidico, hepatico,
renal, ionograma, entre otras. También es capaz de cuantificar acido Urico, dcidos biliares,
amilasa, hierro, calcio, magnesio, fésforo, proteinas totales, transferrina, albumina, C3, C4,
factor reumatoideo, IgG, IgM e IgA, bilirrubina (total, directa e indirecta), colinesterasa,
5’-nucleotidasa, CPK, microalbuminuria, HbAlc y proteina C reactiva.

® Cobas u 601 lectura digital del examen fisicoquimico de orina a través de tiras reactivas.

® |ris iQ200 Elite examen microscépico del sedimento urinario, con captura de micrografias
y comparaciéon simultanea de los elementos identificados en cada una con una base de
datos interna que permite discernir entre hematies, leucocitos, piocitos, células
epiteliales, cilindros, cristales, mucus, levaduras y bacterias.

Ademas, cuenta con:



® Kit comercial para andlisis de composicion quimica de cdlculos litidsicos.

® Kit rapido para deteccidn de sangre oculta en materia fecal.

Guardia de la Maternidad Martin

Recibe todos los pedidos de laboratorio provenientes de la Maternidad Martin, tales como
determinacién de grupo y factor sanguineo, analisis bdsicos, pruebas seroldgicas
(mayoritariamente VDRL en cada mes del embarazo), estado acido/base, analisis
fisicoquimico de liquidos de puncidn. Cabe resaltar que también efectua el dosaje de los
siguientes farmacos: vancomicina, acido valproico, fenobarbital, carbamazepinas y fenitoina.
Cuenta con un autoanalizador de la linea cobas, un contador hematolégico, un lector de tiras
reactivas de orina y un equipo para analisis de medio interno, ademas de kits comerciales
como el de VDRL y un microscopio para la observacion de sedimentos urinarios y recuento
de elementos en liquidos de puncién.

Generalmente 2 bioquimicos estan presentes durante la mafiana, ya que hay mas demanda,

y a partir de las 14 hs solo queda uno de ellos hasta la mafiana del dia siguiente.

Area Post-analitica

Validacion

En este sector, 2 a 4 bioquimicas se encargan de firmar digitalmente, los informes de
resultados. Para ello deben controlar que esté realizada la validacién previa de cada drea
analitica, no haya incoherencias o resultados patolégicos no ratificados porque este es el
ultimo punto de control que permite corregir errores no subsanados en auditoria. También
es un area de contacto con médicos y referentes de centros de salud para la resolucion de
problemas y la comunicacién de resultados alarmantes que requieran accion clinica
inmediata.

En cuanto a los informes, una vez firmados, se emiten de manera virtual. Sélo se imprimen
aquellos retirados personalmente en admision y los de los centros de APS que poseen

resultados alterados (son enviados mediante la Red de mdéviles al dia siguiente).
Gestion de calidad

El laboratorio bioquimico del CEMAR implementa una politica de calidad que responde a la
Direccion de Bioquimica, en pos de sostener y mejorar de manera continua su Sistema de
Gestidn de Calidad en todos los procesos, aplicando normas ISO 9001:2015. El laboratorio es

auditado anualmente por parte del Comité de Certificacion del Instituto Argentino de
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Normalizacién y Certificacion (IRAM) y ha sido el primer laboratorio publico del pais en
recibir la certificacion internacional en el afio 2010. Ademas, las distintas areas analiticas
adhieren a diversos programas de calidad externos de centros de referencia nacionales, tales

como la Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS Malbran).
PERSPECTIVAS Y CONCLUSION

Por lo desarrollado anteriormente es evidente que este laboratorio centraliza las
prestaciones analiticas de una amplia variedad de efectores e institutos de salud de Rosario y
el sur de Santa Fe, lo que lo posiciona en un lugar destacado frente a otros laboratorios
estatales de la provincia y del pais, tanto por la magnitud del volumen de muestras que
recibe, como por la tecnologia con la que cuenta y la eficiencia con la que entrega los
resultados.

Esta centralizacion es el pilar que permite: el aprovechamiento maximo de los recursos
humanos y materiales, la unificacidon de criterios y estandarizacién de técnicas diagndsticas
para todos los pacientes que se atienden en los centros de APS, un riguroso control de
calidad debido al volumen de determinaciones. De esta manera se asegura la celeridad en la
obtencidn de resultados fiables y clinicamente significativos para el correcto tratamiento de
los pacientes. Sin embargo, este modelo también presenta algunas desventajas como la falta
de interdisciplinariedad al perder el contacto con profesionales de la salud; demanda una
logistica adaptable a cambios continuos, imprevistos y errores humanos en multiples
procesos como la recoleccion, transporte, conservacién e identificacion de muestras
derivadas; y como esta sucediendo actualmente, su operatividad se entorpece por falta de
insumos.

A pesar de sus limitaciones, la propia jefa del laboratorio reconoce que la implementacién
del laboratorio bioquimico del CEMAR ha generado un impacto positivo general en la
poblacién, respondiendo a demandas sanitarias previamente insatisfechas, incrementando la
deteccién temprana de diversas enfermedades tratables, cuidando la salud de los sectores
mas desprotegidos de la poblacidon rosarina y de alrededores; y favoreciendo la formaciény

capacitacion de profesionales bioquimicos.
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Introduccién: La fibrosis quistica es una enfermedad hereditaria autosémica recesiva que causa
problemas en el transporte de iones cloruro, bicarbonato y sodio en las células epiteliales. Esto se
produce por alteraciones en el gen CFTR lo que genera una proteina defectuosa. Estas mutaciones
provocan secreciones espesas Yy j en el i especial ite en el aparato
respiratorio, dificultando la limpieza del moco y favoreciendo infecciones bacterianas.

Diagnéstico y seguimiento: Pesquisa neonatal, test del sudor, estudio genético

Para evaluar la insuficiencia pancredtica: Elastasa y test de Van de Kamer.

Objetivo: Determinar la microbiologia de la colonizacién e infeccién del paciente FQ en infecciones
respiratorias.

Materiales y métodos: Se realiz6 un estudio descriptivo retrospectivo de los microorganismos
aislados en muestras de esputo de pacientes pediatricos de 5 a 10 afios con FQ en el Hospital de
Nifios "Victor J. Vilela" entre 2019y 2023.
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Resultados: Se obtuvo que SAUMS fue la bacteria que mds se aisl6 y si bien en algunos periodos
disminuyd, siempre se mantuvo por encima de las demds, mientras que SAUMR, HAI Y PAE quedan
por detras. Esto coincide con la bibliografia consultada.

Conclusién: La participacién del laboratorio bacteriolégico es crucial en el diagnéstico temprano de
la colonizacién en pacientes con FQ, ya que los cultivos, antibiogramas y Maldi-TOF permiten una
respuesta rapida y correcta para el tratamiento antimicrobiano, mejorando la calidad de vida del
paciente.
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La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad hereditaria autosémica
recesiva,causada por mutaciones en el gen CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) que codifica para una proteina
transmembrana que regula el transporte de iones cloruro a través de las
células epiteliales.

Las variantes en el gen CFTR provocan que la proteina se vuelva
disfuncional. Si la proteina no funciona correctamente, se ve interrumpido
el movimiento de cloruro, bicarbonato y sodio, dando lugar al
espesamiento y al aumento de la viscosidad de las secreciones de todo el
organismo, en el caso del aparato respiratorio, se impide el deslizamiento
del moco a través del arbol tragueo bronquial, lo que conlleva a una
acumulacioén de las secreciones mucosas, espesas y pegajosas
proporcionando un ambiente favorable para el crecimiento de bacterias y
hongos. Por lo que las manifestaciones clinicas van desde insuficiencia
pancreatica exocrina, enfermedad pulmonar crénica y una alteracién de la
concentracion de electrolitos en el sudor.

El diagnostico precoz se realiza, en recién nacidos asintomaticos
detectados mediante la estrategia de:

A- Pesquisa neonatal y en etapas pedidtrica mediante la expresion clinica.

La misma es de cardcter obligatorio en todas las clinicas, instituciones u
hospitales publicos o privados (Ley 27552, articulo 12).

Se realiza con muestra de sangre entera en papel de filtro entre las 24 hs
y los 7 dias de vida. Se determina la concentracidn sérica de Tripsina
Inmuno Reactiva (TIR), la misma estd elevada en los afectados debido a la
obstruccidn parcial de los conductos pancreaticos determinando un

anormal drenaje en intestino.



B- Test del sudor, método por excelencia, es preciso, inocuo y de facil

realizacion. Se necesitan dos test de sudor patoldgicos y la presencia de
sintomas y/o antecedentes familiares para establecer el diagnostico.

C- Estudio genético es fundamental contar con el diagnostico de FQ, ya que la

sospecha impide, en caso de encontrar mutaciones, asegurar que estemos en
presencia de un afectado. Se necesita detectar una variante causante en
homocigosis o dos variantes en heterocigosis compuesta. La mutacidon mas
frecuente es la delecidon de tres pares de bases (AF508), que resulta en la

pérdida del aminoacido fenilalanina en la proteina CFTR.

El tratamiento debe ser precoz y personalizado, se debe tener presente el
control de las infecciones, particularmente en la primo infeccidn del tracto
respiratorio, la colonizacidn por gérmenes bacterianos mas frecuentes son:
Staphylococcus aureus (SAU) y Haemophilus influenzae(HAI) , Pseudomonas
aeruginosa(PAE) con distintos morfotipos (mucoide, no mucoide) es uno de
los microorganismo mas relevante y causa principal del deterioro
broncopulmonar progresivo, que sumado al tratamiento antimicrobiano que
estos pacientes reciben se agrava la colonizan con mayor frecuencia de
bacilos gram negativos no fermentadores, entre los que destacan
Stenothrophomonas maltophilia (SMA), Achromobacter spp.(AXB) y Complejo
Burkholderia cepacia (CBC) (este ultimo de suma importancia para el
trasplante pulmonar). El tratamiento antibidtico va a depender del o de los

microorganismos aislados.



La fisioterapia respiratoria pretende disminuir las infecciones pulmonares y

mejorar la funcion pulmonar. Las técnicas deben realizarse una vez al dia en
fases estables de la enfermedad, y hasta tres veces en agudizaciones,
separadas de las comidas al menos dos horas en los lactantes. Algunas de las
técnicas manuales comprenden: vibraciones sobre el térax, presiones
toracicas, presiones abdominales y estimulacion de la tos. Estas técnicas
ayudan a limpiar los bronquios y sirven para mejorar la ventilacién ya que

mejoraran la entrada de aire en el pulmon.

También, es importante el manejo nutricional, se recomienda una nutricion

adecuada vy la prevencion de la deshidratacién. Se aconseja una dieta
hipercaldrico rica en grasas saludables con suplementos de vitaminas A, D, E

y K; y de elementos, como fluoruro y zinc.

En el Hospital de Nifos "Victor J. Vilela" se realiza el diagnodstico y desde el
laboratorio se realiza el seguimiento del paciente con FQ desde el punto de

vista bacterioldgico.

CLINICO:
Para comenzar a estudiar un paciente con sospecha de FQ, se comienza por

el sector de gastroenterologia quienes le realizan el test del sudor,

determinacion cuantitativa mediante el procedimiento de Gibson y Cooke
(colorimétrico).
Una FQ confirmada comprende determinaciones de cloruro en sudor > 60

mmol/L o identificacion 2 mutaciones causantes de FQ en trans y prueba del



sudor =30 mmol/L.
El fundamento tedrico comprende la estimulacién de las glandulas
sudoriparas por pilocarpina (estimulante de la via colinérgica). Mediante
iontoforesis se genera una diferencia de potencial entre dos zonas contiguas
de la piel que permite el ingreso de sustancias cargadas eléctricamente.
Antes de comenzar con el procedimiento, se deben eliminar todos los
electrolitos que puedan estar presentes en los materiales para evitar el
agregado de los mismos exégenamente.

Se coloca en el brazo una gasa embebida en solucién de pilocarpina sobre la
gue se coloca un electrodo y l

unos centimetros mas
arriba, se coloca otra gasa

con H,S0ssobre la que se

coloca el otro electrodo. Se

. . Figura 1. Arribaa laizquierda; H;$0s Yy pilocarpina. Abajo ala izquierda; Bornes embebidos con Hy$0s
comienza a pasar corrie nte y pilocarpina, En el medio: gasas, papel film, agua destilada, alcohol y recolector pléstico

por 5 a 7 minutos. Pasado dicho tiempo, se retiran los bornes y se coloca una
gasa con film. Luego de 40 minutos, el sudor se evidenciara en un plastico de
recoleccidn, que fue previamente pesado, como pequenas gotitas y por

diferencia de pesada se calcula el peso de sudor recolectado.



Gasacon cinta para recolectar el Film por encimade |agasa
sudor.

Borne con gasa embebida con HaS0,
por encima, borne con gasa
embebida de pilocarpina por debajo

Figura 2. Procedimiento operativo del Test del sudor mediante latécnica original de Gibson vy Cooke.

Una vez diagnosticado, el seguimiento del paciente es derivado al Servicio de

Neumologia.

Del 85% a 90% de los pacientes con FQ tienen insuficiencia pancreatica (IP)
exocrina que se manifiesta con deposiciones abundantes, fétidas con
caracteristicas grasas (hipocoloreadas, brillantes, aceitosas).

Para evaluar la IP exocrina en el laboratorio se utiliza el test en heces de

ScheBo® Elastasa 1 (E1), que es el gold standard en técnicas no invasivas. La

E1 pancreatica es estable durante su transito intestinal y absolutamente
especifica del pancreas por esta razon la concentraciéon de la misma en heces
refleja la funcidn pancreatica exocrina. La misma esta basada en anticuerpos
monoclonales.

Para cuantificar las grasas excretadas se realiza el test de Van de Kamer. Es

una prueba que se basa en recolectar 3 muestras de 24hs de materia fecal
durante 72hs. Es una prueba antigua, pero es considerada también un gold
standard.

Ambas pruebas se utilizan para diagndstico y seguimiento del tratamiento.



BACTERIOLOGICO

El conocimiento microbiolégico de la colonizacién e infeccidn del paciente FQ
es determinante para establecer el seguimiento continuo en este tipo de
enfermos, constituye una practica clinica adecuada e imprescindible para el
control y tratamiento.

Las infecciones respiratorias en estos pacientes estan asociadas a un niumero
limitado y especifico de bacterias, como se mencioné en el parrafo anterior.
El seguimiento microbioldgico incluye cultivo de secreciones respiratorias y el

estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos de los patdgenos aislados.

Las muestras son:

A- Esputo expectorado o secreciones bronquiales

B- En quienes no expectoran puede obtenerse un cultivo de exudado de
fauces tosido.

C- Lavado bronco alveolar (BAL)/Mini BAL.

La muestra A debe ser recolectada en recipiente estéril, rotulada con el
diagndstico de la enfermedad y rapido envio o se debe almacenar a 42Cy

posterior procesamiento dentro de las 24 h.



El procedimiento incluye:

Examen microscopico Siembra
-Coloracion de Gram. 1.agar sangre / 2. agar chocolate / 3.
-Baciloscopia (a pedido). agar Chapman /4. agar cetrimida /5.

agar selectivo para Complejo
Burkholderia. Cepacia (CLDE con
ATB)/6.agar CLDE

2- se incuba en estufa en lata en
microaerofilia a 359C.

1-3-4-5-6- se incuban a 352 Cen
aerobiosis.

Identificacion y sensibilidad: La identificacion se realiza de todos los
gérmenes por Maldi-TOF.
+ SAU; CBC; PAE: sensibilidad en Agar MH en estufa de 352C durante 18 hs.

con los antimicrobianos correspondientes a que cada cepa.
+ HAI: sensibilidad en HTM (Haemophilus test Medium) en estufa a 352C
durante 18 hs.

Informe: El informe del laboratorio de bacteriologia deben incluir la
identificacién, y en aquellos que corresponda el recuento (BAL, Mini BAL) y el
antibiograma de todos los microorganismos potencialmente patégenos

aislado de distintos tipos de muestras.

Se realizé un estudio descriptivo de los microorganismos aislados en los

pacientes FQ en las muestras de esputos en los afios 2019 al 2023.
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Figura 3. Prevalencia de distintos microorganismos aislados en muestras durante los ultimos 5 afios.
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* SAUMS y PAE: Fueron las bacterias que mas se aislaron al inicio del estudio,

pero mientras que la presencia de PAE disminuyo con el tiempo SAUMS

mantuvo su tendencia.

* HAI, SAUMR y OTROS: Se detectaron en menor medida al inicio del

estudio, y su presencia disminuyé con el tiempo.

* CBKC: Fue la bacteria que menos se aislé durante todo el periodo

analizado.

Se puede concluir que se obtuvieron resultados semejantes a la bibliografia

consultada, ya que SAUMS fue la bacteria que mas se aisld y si bien en

algunos periodos disminuyd, siempre se mantuvo por encima de las demas,

mientras que SAUMR, HAI Y PAE quedan por detras.



Cabe destacar la importancia de la participacion del laboratorio
bacteriolégico en el diagndstico temprano de la colonizacion del paciente con
FQ ya que mediante los distintos analisis que se realizan (cultivos,
antibiograma y Maldi-TOF) aportan una rapida y correcta respuesta para el

tratamiento antimicrobiano, mejorando asi la calidad de vida del paciente.

En los ultimos anos se ha observado, a nivel mundial, un importante aumento
en la media de la edad de sobrevida, como resultado del diagndstico precoz,
el conocimiento de los mecanismos de la enfermedad, el tratamiento
adecuado basado en la fisioterapia, la formacion de equipos
interdisciplinarios, integrados por neumondlogos, kinesidlogos,
gastroenterdlogos, nutricionistas, bioquimicos, enfermeros, los cuidados en
centros de FQ, y las medidas de control de la infeccion.

En nuestro pais, el diagndstico se realiza, con mayor frecuencia, en recién
nacidos asintomaticos detectados mediante la pesquisa neonatal y en etapa
pediatrica y del adulto ante la expresidn clinica de sintomas y signos. No
obstante, todavia existe un grupo de pacientes en los que el diagndstico se

realiza de forma tardia.

Las investigaciones han ayudado a entender mejor esta enfermedad vy a
desarrollar nuevos tratamientos. Con los avances en farmacologia y
genética, los ninos que nacen con esta patologia tienen una esperanza de
vida mas larga y una mejor calidad de vida que en el pasado.
Actualmente, los tratamientos para la FQ se basan en intentar mejorar la
sintomatologia. Los mismos se basan principalmente en corregir las
anormalidades estructurales y funcionales del gen CFTR. Entre los

compuestos que se utilizan destacan los moduladores del CFTR, que son



capaces de corregir el defecto basico de la FQ, el que ocurre en la
proteina. Uno de los principales problemas a resolver en el
tratamiento de la FQ es la eliminacidn de la biopelicula ya que esta

estructura dificulta la accidn del antimicrobiano.

Uno de los principales desafios serd el desarrollo de formulaciones
liposomales adecuadas que a través de su composicidon favorezcan la
destruccion de esta biopelicula.

Los liposomas pueden fabricarse a base de lipidos biocompatibles, similares a
los que componen la membranay el surfactante pulmonar. Estas
formulaciones pueden ser aerosolizadas facilmente y son bien captadas por
los pulmones, permitiendo una retencién mas prolongada. Algunas de las
formulaciones se encuentran ya comercializadas y otras en fase de
investigacion.

La Nanotecnologia se ofrece como alternativa al tratamiento de la FQ por su
capacidad de administrar nanotransportadores por via pulmonar vy liberar de

forma localizada y sostenida su contenido.
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Se define a la aspergilosis como el conjunto de Se caracteriza por la colonizacién fingica continua y la inflamacién crénica de los
enfermedades causadas por hongos del género  pulmones. Los conidios de Aspergillus inhalados pueden establecerse en las vias

Aspergillus, las cuales varian desde cuadros tipo alérgicos a
infecciones diseminadas que ponen en riesgo a vida del
paciente. Estos se encuentran presentes en el
medioambiente, siendo inhalados  constantemente. La
inmunidad innata es suficiente para eliminarlos. Pero en
pacientes con compromiso inmunoldgico, este proceso no
ocurre eficientemente y sobreviene la infeccion.

respiratorias, y en individuos susceptibles, pueden causar una respuesta
inflamatoria persistente. Esto lleva a la formacion de lesiones y cicatrices en los
tejidos pulmonares con posterior diseminacion hacia el torrente sanguineo en caso
de inmunosupresion.

Los sintomas de la aspergilosis pulmonar cronica pueden variar, pero comdnmente
incluyen tos crénica, expectoracién de esputo con sangre, dificultad para respirar,
fatiga y pérdida de peso. Estos sintomas pueden persistir durante semanas 0 meses

y empeorar con el tiempo si no se tratan adecuadamente.

Paciente masculino de 60 afios de edad, que consulta por tos crénica, cansancio, fiebre, falta de apetito y aumento de secresiones bronquiales.
Como enfermedad de base, refiere ser asmatico desde la nifiez y tres meses previos curs una neumonia por COVID-19.

€n la primera consulta médica se interpreta como un cuadro alérgico iniciandose tratamiento con corticoides y claritromicina por cuatro meses.
Al no presentar mejoria, se solicita placa Rx, TAC y estudio micologico en esputo seriado.

Coloracion de May Grunwald-Giemsa
(100X) en esputo con presencia de hifas
tabicadas.

TAC de torax donde se evidencia
un infiltrado pulmonar.

Examen directo de esputo (40X) presentahifas
con

tabicadas  hialinas ramificaciones

dicotémicas en 45°.

Lo cepa aislada es ewviada al Centro de
smergencias Médicas Ambulatorias de Rosario
(CEMAR) donde se le realizé la identificacion por
MALDITOF confimando que se trataba de un
Aspergillus terreus.

Se le inicié tratamiento con ltraconazol oral por
tres meses, viendose una importante
mejoria en su cuadro clnico.

Directo de colonias con Gueguen donde se
observan hifas tabicadas y estructuras
‘compatibles con Aspergillus.

Siembra en medios SbGlul, SbCl y Mycosel a
28°C.En SbGluy ASCCa 37°C. Al cabo de 72 hs
se obtwvo desarrollo de colonias algodonosas
marrones.

l caso expuesto pone en evidencia la importancia de un diagndstico temprano correcto y la relevancia en la formacion de profesionales de la
salud para la deteccién de micosis tanto superficiales como profundas. Al dia de hoy, sigue siendo una rama de la microbiologia oscura y muy
resistida al conocimiento. Dado por la casi nula formacién académica impartida, asi como también por no contar con herramientas de diagnstico
répidas y precisas .
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Marco Tedrico

Aspergilosis

Introduccidon

Entre los hongos considerados oportunistas se encuentran las especies del género Aspergillus;
género que crece en importancia desde 1729, afo en el que fue descrita la primera patologia
humana.

Presentan una gran versatilidad metabdlica y una gran capacidad para dispersar sus conidios,
dado que su cabeza conidial puede producir mas de 500.000. Estos al ser inhalados en forma
permanente por el hombre, ya que se encuentran presentes en el medio ambiente. Son
cosmopolitas y ubicuos, ocupando el primer o segundo lugar dentro de los hongos
contaminantes del ambiente. Juegan un rol ecoldgico importante en los ciclos del Carbono y
Nitrogeno por lo que pueden ser aislados de cualquier sustrato que contenga materia organica y

humedad como por ejemplo del suelo, restos vegetales en descomposicidon, alimentos etc.

Como patdgeno se presentan en formas diferentes formas:
e Como patégeno humano y animal
e Como productores de micotoxinas

e Como contaminantes de cultivos, productos alimenticios, cueros, tejidos, etc., produciendo
una disminucion del valor comercial de los mismos.

Se define a la aspergilosis al conjunto de enfermedades producidas por hongos del género
Aspergillus, las cuales varian desde cuadros de tipo alérgico a infecciones generalizadas que
ponen en peligro la vida del paciente. Estos se encuentran presentes en el aire, en el polvo de
habitaciones, en el ambiente, etc. siendo inhalados constantemente. La inmunidad innata es
suficiente para eliminarlos. Las células epiteliales de la via aérea y los macréfagos alveolares
reconocen antigenos flngicos de la pared y secretan mediadores inflamatorios que favorecen el
reclutamiento de neutrdfilos y la activacion de la inmunidad celular, paso determinante en la
eliminacidn de conidios e hifas y en la constitucidn de la respuesta inmunoldgica. En pacientes

con compromiso inmunoldgico este proceso no ocurre eficientemente y sobreviene la infeccién.



Cuadros clinicos

Pueden ser alérgicos o patogénicos:
* En la enfermedad alérgica no se observa invasidn del micelio en el tejido pulmonar. Se pueden
aislar formas fungicas en los cultivos y los sintomas del paciente disminuyen con la

administracion de corticoides.

e En la enfermedad patogénica, los agentes causales, hifas y propagulos fungicos invaden y

producen una inflamacion de los tejidos infectados.
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Aspergilosis Pulmonar Cronica

Se caracteriza por la colonizacién fungica continua y la inflamacién crénica de los pulmones. Los

conidios de Aspergillus inhalados pueden establecerse en las vias respiratorias, y en individuos
susceptibles, pueden causar una respuesta inflamatoria continua. Esto lleva a la formacién de
lesiones y cicatrices en los tejidos pulmonares.

Dentro de los factores de riesgos podemos encontrar que incluyen la inmunosupresion, como la
provocada por la terapia inmunosupresora o el VIH/SIDA, siendo estos pacientes los mas
frecuentemente afectados, y también otras enfermedades pulmonares preexistentes como la
fibrosis quistica, bronquiectasia, neumonias, y afecciones que comprometen la integridad de la

barrera mucociliar, como el tabaquismo crénico.



Los sintomas de la aspergilosis pulmonar crdnica pueden variar, pero comunmente incluyen tos
crénica, expectoracion de esputo con sangre, dificultad para respirar, fatiga y pérdida de peso.
Estos sintomas pueden persistir durante semanas o meses y empeorar con el tiempo si no se
tratan adecuadamente. El tratamiento suele incluir el uso de antifungicos como voriconazol o
itraconazol para controlar la infecciéon y reducir la inflamaciéon pulmonar. Aunque en
determinados casos puede requerirse de una intervenciéon quirdrgica para extirpar tejido
danado o infectado.

En cuanto al diagndstico, suele requerir de una serie de estudios que incluyen analisis de esputo
o BAL para detectar la presencia de Aspergillus, estudios de imagen como radiografias de térax
o tomografias computarizadas (TC) de los pulmones, y pruebas de funcién pulmonar para

evaluar la capacidad respiratoria del paciente.

Dentro de los cuadros patogénicos encontramos a la Aspergilosis Pulmonar Invasiva (API) la cual
se considera como la forma mas grave de la aspergilosis pulmonar y es usualmente fatal. Se
presenta entre 5-15% de pacientes inmunocompetentes. Causa la muerte entre el 57 y 100% de
los casos dependiendo de la celeridad en el diagndstico y tratamiento, de la asociacion de dos o
mas factores de riesgo, de la enfermedad de base y del tiempo y tipo de inmunosupresién. Se la
puede definir como una neumonitis necrotizante con invasion de los vasos sanguineos
secundaria a la colonizacién del parénquima pulmonar. Se presenta con fiebre, nédulos o
infiltrados pulmonares con mala respuesta al tratamiento antibacteriano. Las manifestaciones
clinicas se observan de diferentes maneras: neumonia, bronconeumonia necrotizante,
hemoptisis, infarto hemorragico, abscesos pulmonares multiples o Unicos, invasion de las

estructuras toracicas continuas para posterior diseminacion.

El hongo puede también diseminarse a través de la pleura hacia el espacio pleural, musculos
intercostales o hacia pericardio y miocardio que puede llevar al infarto. En personas con graves
alteraciones del sistema inmunoldgico, el hongo puede llegar al torrente sanguineo desde los
pulmones y diseminar al cerebro y a otros dérganos, como ojos, corazén, rifiones y piel.
Normalmente, la diseminacién tiene mal prondstico, ya que suele conllevar una grave

afectacion del enfermo, con gran riesgo para su vida. En algunos casos, la afectaciéon cutanea



permite que el diagndstico se realice antes, por lo que puede iniciarse un tratamiento especifico

de forma precoz.

Los sintomas son fiebre, tos, disnea, fiebre, dolor pleural, infiltrados pulmonares y hemoptisis
(debido a la invasion de hifas en la capa eldstica media de la pared de los vasos pulmonares y
bronquiales dando como resultado un aneurisma que al romperse causa hemorragias que

pueden resultar fatales).

Proteinas surfactantes SP-A y SP-D
causan aglutinacion de los conidios e
inducen la fagocitosis por macréfagos
alveolares
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el medio ambiente
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Invasion del torrente
sanguineo al atravesar
el epitelio alveolar

Infeccion por Aspergillus. (A) conidios de Aspergillus son inalados al interior de los pulmones. Su
tamafio pequefio le permite llegar hasta los alveolos. (B) Una vez hallan ingresado a los
bronquiolos, los conidios evaden la primera linea de inmunidad presentada por las proteinas del
factor surfactante (SP-A / SP-D), que atrapa los conidios y promueve su fagocitosis por los
Macrofagos. (C) Infeccion pulmonar por Aspergillus progresa a una Invasion Micotica Sistémica,
debido a que atraviesa el epitelio alveolar. (Modificado de Willams 2000)

Presentacion del caso clinico

Motivo de consulta:
Paciente de sexo masculino de 60 anos de edad, consulta por tos crdnica, cansancio, fiebre, falta

de apetito y aumento de secreciones bronquiales.

Antecedentes:
Como enfermedad de base refiere ser asmatico desde la nifiez. Tres meses previos a la consulta

curso una neumonia por COVID19.



Diagnéstico:

En la primera consulta médica no se le realizan estudios especificos, como por ejemplo una
placa de térax. Se lo interpreta como un cuadro alérgico, inicidndose un tratamiento con

corticoides. Luego de un mes de tratamiento, el paciente no presenta mejoria clinica.

Realiza una nueva consulta médica, en donde se le inicia tratamiento con Claritromicina
indicdndose una sola toma dia por medio, debido a que se continua considerando el cuadro
como alérgico. El ATB indicado de esta forma tendria un efecto anti inflamatorio de las vias
aéreas. Finalizado el tratamiento por cuatro semanas, presenta una leve mejoria, para luego

volver a repetir el cuadro inicial.

Ante esta situacion, el paciente decide consultar con un infectélogo.

Estudios

En primer lugar, el infectélogo solicita una placa radiografica, y posteriormente una tomografia

las cuales muestran algunas anomalias, evidenciando un infiltrado pulmonar importante.




Diagnéstico de laboratorio:

Se solicita un laboratorio de rutina, donde se observan resultados normales, exceptuando el

hemograma y la VES:

Hemograma:
Eritrocitos 5.29 M/mm3 4.35-5.65
Hemoglobina 15.2 g/dL 13.2-16.6
Hematocrito 45 % 38-49
Leucocitos 12050 /mm3 3400 - 9600
Neutréfilos en cayado 0.0 % 0.0-20
Neutrdéfilos 58 % 45 -65
Eosindfilos 13 % 0-4
Basofilos 1 % 0-1
Linfocitos 22 % 25-35
Monocitos 5 % 0-12
Velocidad de eritrosedimentacion 70 mm/ 1% hs 1-15

Se observa en el hemograma un aumento en los eosindfilos, que sumado a la VES elevada, nos
estd dando indicios relevantes de la infeccién subyacente del paciente. El resto de las pruebas

bioquimicas presentaron valores normales.

Ante la evidencia que presentan los estudios por imagenes, se prosigue con un laboratorio
micolégico. Donde se le solicita un Lavado Bronco Alveolar, el cual se rehdsa a hacer, por lo que

se opta con una muestra de Esputo arrojando los siguientes resultados:



Examen directo: Se observan hifas tabicadas hialinas, con ramificaciones dicotdmicas.
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Tincién de May Grunwald - Giemsa: arroja resultados similares: Hifas tabicadas con

ramificaciones a 45°.

Imagen en 1000x

Cultivo: La muestra se sembré en medios Sabouraud Glucosa, Sabouraud Cloranfenicol y
Mycosel a 28° C. Y a37° C, en Sabouraud Cloranfenicol y Agar Sangre por tratarse de material

profundo, por u n periodo de 4 semanas.

Alas 72 hs de incubacion se obtuvo desarrollo de colonias algodonosas de color amarronadas.




Al realizarse un examen directo de las mismas se observan estructuras compatibles con

Aspergillus terreus mediante el uso de claves taxondmicas.

La cepa aislada es enviada al Centro de Emergencias Médicas Ambulatorias de Rosario
(CEMAR) donde se le realizd la identificacion por MALDI-TOF (espectrometria de masas)

confirmando que se trataba de un Aspergillus terreus.
Tratamiento

Se le inicié tratamiento con Itraconazol oral por tres meses, donde se vio una importante

mejoria en su cuadro de salud y mantiene dicha medicacidn hasta el dia de la fecha.

Conclusion

El caso expuesto pone en evidencia, la importancia de un diagndstico temprano certero.
También es de vital importancia fomentar la formacién de los profesionales de la salud en la
deteccidén de micosis tanto superficiales como profundas. Al dia de hoy, sigue siendo una rama
de la microbiologia oscura y muy resistida al conocimiento. Dado por la casi nula formacién
académica impartida, asi como también por no contar con herramientas de diagndstico rapidas

y precisas para las mismas (serologia, biologia molecular, etc).
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INTRODUCCION

Un individuo con un fenotipo eritrocitario poco frecuente carece de uno o varios antigenos presentes en la mayor parte de la poblacién a la que pertenece. Se
presenta con una frecuencia poblacional muy baja, que varia entre 1/250 y 1/10.000 individuos.

(Cada fenotipo eritrocitario raro es caracterizado por las especificidades antigénicas faltantes, su prevalencia en la poblacién de interés y su importancia clinica.

Los individ no expresan dichos anti generan frente a una exposicion a los mismos.
En el laboratorio de Inmunohematologia se llevé a cabo un estudio de muestras para la de fer do en los sistemas
Kelly Diego:

o Sistema Kell: la expresién en el glébulo rojo como K+k- es considerada rara.

© Grupo sanguineo Diego: es poco frecuente la expresién en la membrana eritrocitaria de Di*Di®.

METODOS

Determinacién de fenotipos a través de técnicas seroldgicas.

Genotipificacién mediante estrategias moleculares de PCR-SSP (cebador secuencia especifica) y PCR-RFLP (polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion).

RESULTADOS

Sistema Kell

Se estudiaron 100 muestras remitidas al laboratorio desde el Centro
Regional de Hemoterapia de Rosario utilizando  anticuerpos
monoclonales anti-K. Aquellas que mostraron hemaglutinacion fueron

Sistema Diego

Se utilizaron estrategias de PCR-SSP para investigar la presencia de los
alelos DI*A y DI*B en 178 muestras derivadas de Tucuman y 150
provenientes de Rosario.

seleccionadas para continuar con su estudio (n=31). Se analizé el
genotipo de estas muestras mediante estrategias de PCR-RFLP y PCR-
S5P.

'
%
6%
100% 9% s6%
Figura 1a. Distrbucién Figura 2. Frecuencia de indiiduos con los genotipos DI*A/DI8 y DI*B/DI'B en
antiK. muestras provenientes de Rosario y Tucuman,

Figura 1b. Genotipo de las muestras que hemaglutinaron con anti-X.

—amon
— s

Fotografia 1. Gel de agarosa con productos de PCR-RFLP para el sistema Kell Fotografia 2. productos de PCRS5P
CONCLUSIONES
© Se pudo evidenciar que para los sistemas Kell y Diego los fé Kek- y Di*D* 50 p Ias poblaciones estudiadas.

o La identificacién adecuada de los fenotipos eritrocitarios poco frecuentes mediante técnicas serolégicas para la deteccién tanto de aloanticuerpos como de
antigenos y el avance en el desarrollo y aplicacién de estrategias de biologia molecular para inferir el fenotipo a través del estudio del genotipo, son
esenciales para brindar seguridad y minimizar complicaciones asociadas a la aloinmunizacién.

Contar con esta nformacién de a poblacién generaly de los pacientes facla el diagndstico  seguimiento durante transfusiones, trasplantes o embarazos,
debido a que I de hematies o atravesar la placenta e inducir una hemdisis en el feto y en el
recién nacido.
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PRESENTACION

La mayoria de la poblacién expresa en sus globulos rojos determinados antigenos
pertenecientes a los distintos sistemas de grupos sanguineos. Sin embargo, existen individuos
gue presentan un fenotipo eritrocitario raro, que se caracteriza por la ausencia de uno o varios
antigenos eritrocitarios que estan presentes en la mayoria de la poblacién a la que
pertenecen. Este hecho implica que los individuos que no expresan dichos antigenos, generen
aloinmunizacion frente a una exposicion a los mismos, pudiendo causarles complicaciones
perinatales, transfusionales y/o en el contexto de trasplantes de 6rganos. Considerando estas
implicancias significativas en la salud de los pacientes, es que surge la necesidad de
caracterizar sus grupos sanguineos para garantizar su seguridad y asi evitar las situaciones

antes mencionadas.

En el laboratorio de Inmunohematologia se llevé a cabo un estudio de muestras para la
identificacion de fenotipos eritrocitarios raros. Los fenotipos de los pacientes se analizaron a
través de técnicas seroldgicas convencionales, mientras que la genotipificacion de los mismos
se realiz6 mediante estrategias de PCR-SSP (cebador secuencia especifica) y PCR-RFLP
(polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccidon). Estos analisis se centraron en

el estudio de los sistemas Kell y Diego.

MARCO TEORICO

Un individuo con un fenotipo eritrocitario poco frecuente carece de uno o varios antigenos
presentes en la mayor parte de su poblacion. Para ser considerado como raro, debe
presentarse con una frecuencia poblacional muy baja, que varia entre 1/250 y 1/10.000

individuos, segun el pais y el sistema sanguineo que se esté considerando.

En los individuos con un fenotipo eritrocitario poco frecuente podrian encontrarse
anticuerpos dirigidos contra los antigenos faltantes es sus glébulos rojos producto de una
aloinmunizacién. La presencia de estos aloanticuerpos son producto de una sensibilizacién

por embarazo, transfusién, trasplante o menos frecuentemente, sin una causa atribuible.

La deteccidn de individuos sensibilizados suele ocurrir durante estudios previos a que reciban

transfusiones, trasplantes o durante el seguimiento de embarazo. Sin embargo, el



descubrimiento de los aloanticuerpos puede ocurrir luego de que un paciente transfundido

evidencie hemolisis de los gldbulos rojos o por enfermedad hemolitica feto-neonatal (EHFN).

Se han descrito mas de 100 fenotipos eritrocitarios raros, cada uno de ellos caracterizado por
las especificidades antigénicas faltantes, su prevalencia en la poblacidn de interés y su
importancia clinica. Si bien cada fenotipo en particular afecta a una cantidad limitada de
individuos, al considerar la totalidad de los fenotipos raros, el nimero de personas que

podrian estar afectadas adquiere relevancia.

Dentro de los fenotipos raros, consideraremos los relacionados con los sistemas Kell y Diego,
ya que fueron los estudiados en el laboratorio de Inmunohematologia mediante técnicas

seroldgicas y estrategias moleculares de PCR-SSP y PCR-RFLP:

e El sistema Kell posee 36 antigenos, dentro de los cuales los mdas importantes son el K
(Kell) y el k (Cellano), siendo el fenotipo K-k+ el mas frecuente en caucasicos, seguido
por K+k+. Para este sistema, la expresidn en el gldbulo rojo como K+k- es considerada
rara.

e En cuanto al sistema de grupo sanguineo Diego, esta compuesto por 22 antigenos: 3
pares de antigenos antitéticos (Di® y Di®, Wr? y Wr°, WYy DISK) y 16 antigenos de baja
frecuencia. En nuestra poblacidn el fenotipo mas frecuente es Di®Di®. En este caso, se

considera rara la expresiéon en la membrana eritrocitaria de Di®Di®.

La mayoria de los antigenos de grupo sanguineo se han producido como sustituciones de un
Unico nucleétido, también llamados SNPs, que codifican a su vez el cambio de un aminoacido
en la proteina correspondiente. Estas modificaciones genéticas pueden ser estudiadas por

diferentes estrategias de biologia molecular.

Las técnicas de PCR-SSP permiten distinguir variantes alélicas de un mismo sistema. Esta
metodologia se fundamenta en el uso de cebadores disefiados para que su extremo 3’
terminal se una especificamente a una secuencia alélica determinada. Mediante las
estrategias disefiadas para la aplicacién de esta técnica se espera encontrar productos de
amplificacidn solamente si los cebadores se unen completamente a su alelo blanco. Por otro
lado, las estrategias de PCR-RFLP se basan en la deteccién de diferencias en la longitud de los
fragmentos de restriccidon obtenidos a partir de una secuencia de ADN determinada. Dicha

secuencia debe ser amplificada mediante PCR y luego sometida a la accién de una enzima de



restriccion. Los diferentes genotipos originan la aparicion o desaparicion de los sitios de

reconocimiento de la enzima, lo que genera los diferentes patrones de restriccién.
RESULTADOS
Sistema Kell

Se estudiaron 100 muestras remitidas al laboratorio desde el Centro Regional de Hemoterapia
de Rosario utilizando anticuerpos monoclonales anti-K. Aquellas que mostraron
hemaglutinacién fueron seleccionadas para continuar con su estudio, ya que los fenotipos
probables serian K+k+ o K+k- (n=31). Luego, considerando que la secuencia alélica que
determina la expresion del antigeno K difiere del alelo que determina su antigeno antitético
Cellano en un Unico nucleétido, se analizé el genotipo de estas muestras mediante estrategias

de PCR-RFLP y PCR-SSP. En todos los casos, se observd un genotipo heterocigota K+k+.

la. Fenotipo 1b. Genotipo

0%

69%

100%

K- @K+ K+k+ W K+k-

Figura 1a. Distribucién de los fenotipos Kell observados en las muestras analizadas con
anticuerpos anti-K (fenotipos probables K+k+ o K+k-). Se infiere que las muestras restantes

tienen un fenotipo K-k+.
Figura 1b. Genotipo de las muestras que hemaglutinaron con anti-K.
Sistema Diego

Para la genotipificacién del grupo sanguineo Diego se utilizaron estrategias de PCR-SSP para

investigar la presencia de los alelos DI*A y DI*B en 178 muestras derivadas de Tucumany 150



provenientes de Rosario. Estos alelos se diferencian por un SNP, dando productos de
amplificacién de distinta longitud de pares de base, lo que permite discernir entre ambos
genotipos. En la siguiente figura se observan las frecuencias de muestras con los genotipos

DI*A/DI*By DI*B/DI*B en los dos grupos poblacionales analizados.

Rosario Tucuman
1%
4%
99% 96%
B DI*A/DI*B DI*B/DI*B mDI*A/DI*B DI*B/DI*B

Figura 2. Frecuencia de individuos con los genotipos DI*A/DI*B y DI*B/DI*B en muestras

provenientes de Rosario y Tucuman.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos a través de estrategias de biologia molecular para los
genotipos de los sistemas sanguineos Kell y Diego de las poblaciones en estudio, se observd
que la mayoria de los pacientes tienen un genotipo K+k+ y DI*B/DI*B, respectivamente. La
informacidén obtenida pone en evidencia la baja frecuencia de los fenotipos eritrocitarios K+k-

y Di?Di? considerados como raros.

Esta informacién muestra la importancia de identificar a aquellos individuos con un fenotipo
poco frecuente en sus eritrocitos que podrian ser susceptibles de desarrollar aloinmunizacion,
ya gue, en caso de necesitar una transfusion, podrian exponerse a antigenos presentes en la
mayoria de los donantes. Los pacientes con fenotipos raros deberian recibir sangre del mismo
grupo o, caso contrario, podrian producir aloanticuerpos en una primera exposicién o podria
ocurrir una reaccion hemolitica transfusional debida a la incompatibilidad

inmunohematoldgica si ya se habian enfrentado a los antigenos previamente.



Conocer los genotipos y fenotipos eritrocitarios de la poblacién general y de los pacientes
facilita el diagndstico y seguimiento durante transfusiones, trasplantes o embarazos,

pudiendo brindar seguridad y minimizar complicaciones asociadas a la aloinmunizacion.
PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos en el laboratorio se pudo evidenciar que para los sistemas Kell y
Diego los fenotipos eritrocitarios K+k- y Di?Di® son poco frecuentes en las poblaciones
estudiadas. La implicancia clinica en Inmunohematologia de los grupos sanguineos se basa en
la posibilidad de que los pacientes sean sensibilizados si se exponen a antigenos ausentes en
sus glébulos rojos y produzcan aloanticuerpos, que pueden ocasionar la destruccion de
hematies transfundidos, o atravesar la placenta e inducir una hemdlisis en el fetoy en el recién

nacido.

Con el fin de mejorar la seguridad de la terapia transfusional y aumentar la sobrevida de los
hematies transfundidos, seria beneficioso contar con laboratorios de referencia de
Inmunohematologia y con bancos de sangre de grupos sanguineos raros que permitan
resolver situaciones que requieran transfundir a individuos aloinmunizados o que tengan
fenotipo poco frecuente, ya que existen enormes dificultades para obtener sangre compatible

a la hora de una transfusidn sanguinea.

Seguir obteniendo informacién sobre los fenotipos y genotipos de una determinada poblacion
es fundamental para poder conocer la frecuencia poblacional de los diferentes grupos
sanguineos y asi poder disefiar estrategias de deteccidon y armar bancos de sangre acorde a

las necesidades de la misma.

La identificacidn adecuada de los fenotipos eritrocitarios poco frecuentes mediante técnicas
seroldgicas para la deteccidn tanto de aloanticuerpos como de antigenos y el avance en el
desarrollo y aplicacidn de estrategias de biologia molecular para inferir el fenotipo a través del
estudio del genotipo, son esenciales para prevenir complicaciones en pacientes embarazadas,

transfundidos o trasplantados.
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Presentacion del caso clinico

Paciente de sexo femenino de 2 meses de edad derivada de un centro de salud que
ingresa a la guardia pediatrica del Hospital "Dr. Roque Saenz Pefia” (HSRP) el dia 8/4 a

las 18 hs con fiebre persistente de 24 hs de evolucién .

La paciente se encuentra clinicamente estable, fauces levemente congestivas,

eupneica, taquicardica.

Se solicitd andlisis de laboratorio, radiografia de tdrax, estudios para diagndstico de

Dengue, hemocultivos y urocultivo.

Antecedentes de interés: Fue derivada de un centro de salud donde le indicaron
realizarse un laboratorio por sospecha de Dengue por tener contacto con familiares

con dicha patologia.
Marco teorico

La fiebre es uno de los motivos de consulta mas frecuentes en pediatria. En
aproximadamente 20% de los casos no se encuentra causa evidente después de una
adecuada anamnesis y un examen clinico minucioso. Esto se define como fiebre sin

foco (FSF). (1)

Lo primordial es determinar la causa de la fiebre. La mayoria de estos nifios tendra un
proceso autolimitado de etiologia viral y una pequeia minoria presentara infeccidn
bacteriana grave (IBG): infeccidn del tracto urinario (ITU), bacteriemia oculta,

neumonia, meningitis, gastroenteritis aguda bacteriana, entre otras. (1)

Las manifestaciones clinicas, el riesgo de IBG y los microorganismos involucrados varian
con la edad, por lo tanto las pautas de atencidn inicial son diferentes y se divide a los
pacientes con FSF en dos grupos: menores de 90 dias de vida (que se diferencian, a su

vez, en neonatos, de 0 a 30 dias y lactantes de 30 a 90 dias) y nifios de 3 a 36 meses. (1)

Se siguen protocolos que permiten diferenciar el bajo o alto riesgo de tener una IBG
siendo de mayor riesgo los individuos de menor edad. En los primeros meses de vida,
la inmadurez del sistema inmune lleva a un déficit en la opsonizacién, en la funcién
macrofagica y en la actividad de los neutrdfilos. Hasta los 2 afos, la produccién de

anticuerpos I1gM e IgG especifica frente a bacterias capsuladas no es adecuada.



Ademas, la inmunizacién activa requiere del esquema primario de vacunacion, que,

idealmente, deberia completarse a los 6 meses, con un refuerzo posterior al afo. (1)

Con el objetivo de identificar a los pacientes del grupo de 30 a 90 dias de vida con bajo

riesgo de desarrollar IBG, se generaron criterios que engloban los antecedentes, datos

semioldgicos y resultados de exdmenes complementarios (tabla 1). (1)

Tabla 1
Rochester Philadelphia Boston Pittsburgh
Antecedentes Recién nacido de término. Previamente sano, sin enfermedades crdnicas ni

subyacentes. No fue internado mas tiempo que la madre. Sin hospitalizaciones
previas. Sin tratamiento antibiético previo o actual.

Examen fisico

Examen fisico normal, sin OMA. Luce bien.

Independientem

ente de OMA.
Hemograma Recuento de Recuento de Recuento de Recuento de
leucocitos: entre 5000 | leucocitos: < leucocitos: leucocitos: entre
y 15 000. Recuento de | 15000/mm3. [<20000/mm3. [5000y
cayados: Relacién 15000/mm3 .
< 1500/mma3. cayados/PMN Recuento de
totales < 0,2. cayados:
<1500/mm3.
Orina < 10 leucocitos/campo | <10 <10 Uroandlisis
en sedimento urinario | leucocitos/ leucocitos/ mejorado: < 10
campo en campo en leucocitos/ mm3
sedimento sedimento en sedimento.
urinario. urinario.

Examen fresco

Si tuviera diarrea. < 5 leucocitos por campo de gran aumento. (Rochester 2).

mat fecal
LCR No se realiza puncion | < 8 leucocitos/ | <10 < 5 leucocitos/
lumbar campo. leucocitos/ campo.
campo.
Marcadores de Proteina C reactiva,
Inflamacidén velocidad de
eritrosedimentacion,
procalcitonina en
niveles normales.
Radiografia de no se realiza normal normal normal

térax.




Todos estos criterios definen al paciente con bajo riesgo de contraer IBG.

La proteina C reactiva y la procalcitonina son los reactantes de fase aguda mas
considerados en trabajos recientes. La proteina C reactiva (PCR) aumenta en
infecciones viricas y bacterianas siendo un buen parametro de evolucién de la

infeccidon. Se eleva a las 6-12 horas. (2)
Interpretacion:

e <20 mg/L: patologia banal.
® 20-70 mg/L: infeccidn localizada.

e >70mg/L:IBG

La procalcitonina (PCT) tiene valores normales en cuadros virales y en procesos

inflamatorios no infecciosos pero se eleva en infecciones bacterianas a las 3-4 horas. (2)
Interpretacion:

e <0,5ng/ml: patologia banal.
e 0,5a 2 ng/ml: infeccidn localizada.

e >2ng/ml: sepsis o IBG.

Las desventajas de este andlisis: conlleva un mayor tiempo de espera de los resultados

y mayor costo pero es de gran ayuda a la hora de diagnosticar una IBG. (2)

Por otro lado, la velocidad de eritrosedimentacién aumenta en forma tardia, por lo

tanto tiene baja sensibilidad y especificidad para detectar IBG. (2)

Infeccidn del tracto urinario (ITU)

La ITU es la IBG mas frecuente y se diagnostica en 4%-16% de los lactantes menores de
3 meses con FSF. Se puede observar que alrededor del 50% de los lactantes van a tener
un sedimento urinario normal, no siendo un criterio suficiente para descartar una ITU
ya que estos tienen poca capacidad de retencidn urinaria no pudiendo concentrar la

orina. (1)



Un método que se utiliza para el diagndstico rdpido ante una sospecha de ITU es la
tincidon Gram Nicolle del sedimento urinario, la cual tiene una elevada sensibilidad y

especificidad.(1)

Pasada la etapa neonatal, los pacientes en buen estado general, con o sin bacteriemia,
evolucionan favorablemente cuando son tratados con el antibiético adecuado. No
todos los lactantes de 1 a 3 meses deben recibir tratamiento antibiotico empirico (TEI).
(1)

Los criterios de bajo riesgo de IBG en lactantes de 30 a 90 dias que pueden ser

atendidos en forma ambulatoria, aun sin tratamiento antibidtico son:

e Buen estado general, sin signos de infeccidn, sin antecedentes de importancia:
nacido a término, sin complicaciones perinatales, no hospitalizado mas tiempo
qgue la madre, sin tratamiento antibiético previo ni actual, sin internaciones
previas, sin enfermedad de base. (1)

e Examenes normales: recuento de leucocitos entre 5000 y 15000/mm3 , < 10
leucocitos por campo de gran aumento en sedimento de orina, sin piuria,

proteina C reactiva < 20 mg/L o procalcitonina < 0,05 ng/ml. (1)

A todos estos pacientes se les deberan realizar 2 hemocultivos y urocultivo. Existe aln
discusion sobre la seguridad de esta conducta en pacientes de 30 a 60 dias. Los nifios
con bajo riesgo de IBG podran ser controlados en forma ambulatoria si sus padres
tienen buen nivel de alarma, comprenden las indicaciones y tienen accesibilidad al
centro de salud. Se realizara seguimiento clinico estricto y control de cultivos las 24
horas. Los lactantes con alto riesgo de IBG deben internarse y recibir TEl en forma
precoz, realizando previamente puncién lumbar. El inicio del TEI con 50 mg/kg/dia de
ceftriaxona es una conducta posible en pacientes pequefios, especialmente los
menores de 6 meses, temperatura elevada y falta de vacuna frente a Haemophilus

influenzae y Streptococcus pneumoniae. (1)

Meningitis
La meningitis bacteriana aguda (MBA) se define como el proceso inflamatorio de las

leptomeninges encefdlicas y medulares que cursa con liquido cefalorraquideo (LCR)



turbio o purulento, intensa pleocitosis y predominio de polimorfonucleares (PMN). La
sospecha de MBA es una emergencia médica y el diagndstico y tratamiento deben

establecerse sin retraso por la elevada morbimortalidad. (3)

La meningitis es producida por distintos microorganismos,

fundamentalmente bacterias y virus; siendo esta ultima la mas frecuente pero la
bacteriana la mas severa. Con menor frecuencia los hongos y pardsitos pueden ser
causa fundamentalmente en los nifios con inmunodeficiencias. Dentro de las bacterias
mas comunes responsables de dicha patologia se encuentran: Streptococcus

pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae. (3)

En el caso de las meningitis bacterianas una de las formas de transmisién ocurre

por via respiratoria: Hematdgena: desde una persona enferma o desde portadores que
no presentan sintomas por medio de tos, estornudos, besos o uso compartido de
utensilios (vasos, cubiertos, mate, etcétera) donde hay colonizacion nasofaringea y
desde los plexos coroideos o vasos sanguineos del cerebro atraviesa la barrera

hematoencefalica (BHE) inmadura. (3)

Los sintomas son variables seguin la edad y pueden ser bastante inespecificos,
dependiendo del tiempo de desarrollo de la enfermedad al momento de la consulta
inicial y la respuesta del paciente a la infeccion. En recién nacidos puede iniciarse sélo
con presencia de fiebre. En pacientes de mayor edad pueden presentar, dependiendo
del tiempo de evolucion, dolor de cabeza, vomitos, rigidez de nuca, fontanela
abombada (inflamacién en el espacio donde se unen los hueso del crdneo en la nuca),
intolerancia anormal a la luz o los sonidos, trastornos de la conciencia, convulsiones,

petequias. (3;4;5;6;7)

Por otro lado, pueden desarrollarse meningitis no infecciosas causadas por hemorragia
subaracnoidea, tumores, quistes intracraneales, farmacos, enfermedades sistémicas

como lupus, anestesia raquidea, etc. (3;4;5;6;7)
Dentro de los marcadores bioldgicos de accidn bacteriana se encuentran:

e Proteina Creactiva: (LCR, suero) elevada en procesos bacterianos, no asi en
procesos virales. (4)

® Leucocitos en LCR: 1000-5000 (m. bacterianas), 50-1000 (m.virales). (4)



e tipo celular principal: neutrdfilos +80%. (4)
e glucosa plasmatica: baja, < 45 mg/dl. (4)
e Gluc LCR/Glu pl < 0,4 baja. (4)

e Proteinas: elevadas, > 100 mg/dl. (a)

Streptococcus Pneumoniae

S. pneumoniae es una bacteria coco Gram positiva, capsulada, tienen una forma
lanceolada, miden 0,5 a 1,2 mm de diametro y se disponen en pares o diplococos. Son
anaerobios facultativos. Para su crecimiento y multiplicacién tiene requerimientos
especificos, como aportes de proteinas y suplementos hematolégicos, por lo que es

considerada una bacteria fastidiosa. (8)

S. pneumoniae forma parte de la flora bacteriana normal de la mucosa nasal y faringea,
siendo su habitat preferencial la nasofaringe posterior. La colonizacion por S.
pneumoniae es mas elevada en nifios y adultos sobre los 60 afios de edad,

comparativamente a los adultos de edad mediana. (8)

Crece en cultivos de agar sangre formando colonias redondas, mucosas y rodeadas de
un halo de a-hemodlisis verdoso. Otras caracteristicas son: catalasa negativo, sensible a
optoquina, en presencia de bilis o sales biliares se produce una destruccion o lisis
bacteriana; estas caracteristicas fenotipicas son la base para la identificacién de

especie. (8)

Tiene una elevada mortalidad (20- 30%), y asociacién con secuelas neurolégicas

(hipoacusia, déficits sensoriales y convulsiones). (8)

Su principal factor de virulencia es el polisacarido capsular. La composicidn antigénica
de la capsula es variable en diferentes cepas y permite agrupar a los S. pneumoniae en
mas de 90 diferentes serotipos capsulares y aproximadamente 45 serogrupos. Por lo
tanto tiene la capacidad de eludir la accidn fagocitaria en ausencia de anticuerpos
especificos. También inhibe la activacién del complemento por la via alterna y degrada

el fragmento C3b unido a la superficie bacteriana. (8)



Debido a la relevancia clinica y epidemiolégica, los casos de meningitis deben ser
notificados a las autoridades sanitarias nacionales, a través de la denuncia en el

Sistema Integrado de Informacidn Sanitaria Argentino (SISA). (8)

Resultados

e Radiografia térax: frente, se observa refuerzo paracardiaco derecho.
e Antigeno NS1 para dengue (método Elisa): no reactivo.

e Llaboratorio:
-GB: 27300/mm3
-GR: 3.3 M/mm3
-Hemoglobina: 9.2 g/dI
- Hto: 28.2 %
-VCM: 85 fL
-HCM: 27.9 pg
- CHCM: 32.6 g/dI
- Plaquetas: 485 mil/mm3

- Férmula Leucocitaria relativa: 81% neutréfilos segmentados - 0% eosinofilos -

0% basofilos - 12% linfocitos - 6% monocitos

- Uremia: 15 mg/dI VR: 14 - 36 mg/dI
-Creatininemia: 0.29 mg/dI VR: 0.51-0.95 mg/dI
-Glicemia: 168 mg/dl VR: 70-110 mg/dI

- GOT: 22 Ul/I VR: hasta 38 Ul/I

- GPT 29 Ul/I VR: 14 - 59 UI/I

- Proteina C Reactiva: 168 mg/dI| VR hasta 3 mg/dI



Se pide muestra de orina para analisis del sedimento, urocultivo y hemocultivo para

decidir conducta antibidtica. Se sospecha de infeccién urinaria por lo que se indica

Ceftriaxona 90 mg.

Queda en observacién en la guardia de pediatria.

En el examen bacteriolégico directo de la muestra de orina (tincién de Gram Nicolle)

no se observan gérmenes.

Sedimento urinario: Leucocitos +/-, Piocitos no se observan, Uratos amorfos +++, cel

epiteliales +/-, hematies no se observan, cristales no se observan, cilindros no se

observan.

Se solicita muestra de liquido cefalorraquideo por puncién lumbar.

LCR:

- Examen citolégico: Aspecto pre centrifugado: opalescente, post centrifugado:
limpido con boton blancohematico. Glucosa: 49 mg/dl, proteinas 2.80 g/I,

Pandy ++++.

- Recuento: 2400 elementos/mm3, polimorfonucleares 80%, mononucleares

20%.

Filmarray: detectable para Streptococcus pneumoniae.

Cultivo LCR: no se obtuvo desarrollo bacteriano.

Tincién Gram Nicolle de LCR: no se observan gérmenes.

Hemocultivo 1: no se observa desarrollo

Hemocultivo 2: se obtiene desarrollo de Streptococcus pneumoniae
Gram - Nicolle hem 2: se observa abundante cantidad de cocos gram +.

Antibiograma: Sensibles a:

- CIM penicilina G: < 0.06 ug/ml

- CIM Ceftriaxona < 0.12 ug/ml

Trimetroprim/sulfamethoxazol, Eritromicina - Clindamicina

atb resistentes: -

atb intermedios: -



Discusion y conclusiones

La hipdtesis inicial de Dengue, se descartd por la antigenemia no reactiva y por el
resultado del hemograma. En el mismo se observé leucocitosis y trombocitosis. Para el

caso de Dengue se suele observar leucopenia y trombocitopenia, generalmente.

Como se describié en el marco teérico en los protocolos a seguir para diagndstico de
IBG, vemos que al ser un recuento de GB mayor a 15000/mm3 es indicativo de un alto

riesgo.

La trombocitosis en pediatria puede deberse a un proceso secundario a otras

entidades patoldgicas donde las causas mas frecuentes son las infecciosas.

La siguiente sospecha es una ITU. Se toman las muestras para urocultivo y

hemocultivos y luego se le indica el antibidtico.

En el sedimento urinario no se evidencia reaccién inflamatoria ni presencia de
gérmenes, pero no se puede descartar ITU ya que los bebés no pueden concentrar la
orina por falta de control de los esfinteres. Siendo que en el Gram Nicolle de la orina,
que es un método muy sensible y especifico, no se observaron microorganismos y en

el urocultivo no se obtuvo crecimiento de colonias, se descarta la sospecha de ITU.

Se procede a tomar una muestra de LCR por puncidn lumbar. El examen citolégico
indicé presencia de 2400 elementos con predominio de polimorfonucleares. Por lo
gue se describe en el marco tedrico, vemos que esto es indicio de una meningitis

bacteriana.

En el Gram Nicolle del LCR no se observaron gérmenes, pero esto puede relacionarse a
que la paciente ya estaba medicada con antibidticos cuando se realizé la toma de
muestra y el microorganismo era muy sensible, como se observa en el antibiograma.
En consecuencia, se decide derivar la muestra de LCR al CEMAR para deteccion de ADN
por Filmarray (RT-PCR). A las 12 hs se obtuvo el resultado dando detectable para

Streptococcus pneumoniae.

En el hemocultivo, el andlisis del Gram Nicolle se observaron cocos gram positivos y se
le hicieron las pruebas bioquimicas correspondientes para su identificacién

confirmandose Streptococcus pneumoniae.



El dia 9/4 a las 16 hs ingresa a terapia intensiva infantil del Hospital de nifios Victor J.

Vilela.

El dia 18/4 recibid el alta.

Perspectivas

El protocolo establecido para el manejo del sindrome febril en pacientes menores de 3
meses fue llevado a cabo correctamente. No obstante, hubiera sido recomendable
solicitar ciertos analisis adicionales que podrian haber facilitado un diagndstico mas

rapido.

Como se describid en el marco teérico, la procalcitonina es uno de los reactantes de
fase aguda y un parametro util para el diagnéstico de infecciones bacterianas graves
(IBG). Su medicién hubiera permitido descartar una infeccién del tracto urinario (ITU)
de manera mas rapida, ya que los niveles de procalcitonina suelen aumentar en casos
de meningitis, pero no en infecciones urinarias. Hubiera sido adecuado solicitar este
analisis en el primer laboratorio, junto con la medicidn de proteina C reactiva, la cual
mostré valores elevados en este caso, aunque este pardmetro puede aumentar tanto

en infecciones bacterianas graves como en infecciones urinarias.

Por otro lado, un andlisis complementario que también podria haber sido util es la
medicidn de glucosa en sangre antes de la puncién lumbar, con el fin de compararla
con el valor de glucosa en el liquido cefalorraquideo (LCR) en ese momento. La
glucorraquia mostrd un valor elevado en una muestra con una gran cantidad de
elementos, como en este caso, y en un contexto de diagndstico de meningitis
bacteriana. Normalmente, se observa una relacién Glucosa LCR/Glucosa plasmatica
menor a 0.4, donde la glucosa en el LCR deberia ser menor a 18 mg/dl y la glucosa

plasmatica menor a 45 mg/dl.
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Presentacion

La determinacion de la susceptibilidad a colistina (COL) tiene caracteristicas controvertidas,
ya que las metodologias tradicionales (difusidn en agar, determinaciones automatizadas,
dilucion en caldo, métodos epsilométricos) son desaconsejadas. Para su identificacién, el
Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) desarrollé e implementd una serie de técnicas: pre-

difusion con discos COL, colistin drop-test y elucion con discos de COL.

El objetivo del presente trabajo es evaluar y comparar el desempefio de las metodologias
propuestas en aislamientos clinicos locales provenientes de pacientes asistidos en el Hospital

Provincial del Centenario.
Marco tedrico

La emergencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas, Acinetobactery P.
aeruginosa XDR (extremadamente resistente) y las escasas opciones terapéuticas
disponibles, han llevado a la creciente utilizacién de colistina y consecuente emergencia de
su resistencia. Como la evaluacién de la sensibilidad a esta droga se ha vuelto critica, ha
surgido la necesidad de contar con métodos diagndsticos que rapidamente permitan dar

respuesta.

La resistencia a colistina (COL) es intrinseca en algunas especies mientras que en otras es
adquirida debido a mutaciones cromosdmicas o, por adquisicion de plasmidos transferibles
gue portan los genes de la familia mcr. En todos los casos, la consecuencia es una
disminucion de la carga negativa del LPS, que conlleva a una menor interaccién con COL

cargado positivamente.

La determinacién de susceptibilidad a COL siempre ha sido conflictiva por la gran cantidad de
parametros que pueden afectar los resultados. La naturaleza anfipatica de COL y su alto peso
molecular obstaculiza su difusion en el agar, dando zonas de inhibicidon tipicamente
pequeiias. Por lo tanto, la diferenciacidén entre aislamientos resistentes y sensibles basados
en la zona, no es confiable. Por lo sefialado, no es una metodologia aceptada para este

antimicrobiano.

Por otro lado, la determinacion de la susceptibilidad a COL tampoco se puede realizar por

métodos automatizados utilizados frecuentemente como VITEK, ya que la propiedad



catidnica de COL genera, por efecto electrostatico, la adsorcién a superficies con carga
negativa como la de los pldsticos. Especificamente, la adsorcion de colistina a las microplacas
de plastico (donde se realiza la CIM por el método de microdilucién en caldo), podria
producir valores de CIMs falsamente elevados, debido a la unién del antibidtico a la
superficie. Debido a que la adsorcion de COL al plastico resulta saturable, se ven afectados

con mayor grado aquellos valores de CIM < 2 pug/ml, mas que los de > 2/ ug/ml.

El LNR (Serv. Antimicrobianos, INEI-ANLIS “Dr. C. Malbran”) indica que los puntos de corte del
EUCAST (comité de puntos de corte de la European Medicines Agency) permiten categorizar
los aislamientos de Enterobacterias, Pseudomonas spp y Acinetobacter spp como S o R. Por
esta razon, se adoptaron los puntos de corte del EUCAST (S < 2 ug/ml, R > 4 ug/ml) para

categorizar la sensibilidad a colistina.

En conclusién, por las dificultades detalladas, las metodologias tradicionales de
determinacién de la susceptibilidad a COL estan desaconsejadas. En este contexto, el LNR
propuso una serie de técnicas: pre-difusion con discos de COL

(http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2017/09/Protocolo-Predifusion-

Tabletas-COL-Rosco-version2-Agosto2017.pdf), colistin drop-test

(http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2019/06/Protocolo-COLISTIN-

DROP-TEST.pdf), y elucién con discos de COL (http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-

content/uploads/2017/09/Protocolo-Met-de-Eluci%C3%B3n-de-Discos-de-COL-version2-

Agosto2017.pdf). En este trabajo evaluamos el desempefio de las mismas en aislamientos

clinicos del HPC.
Resultados

Se investigaron 15 aislamientos recuperadas a partir de muestras clinicas provenientes del
Hospital Provincial del Centenario (HPC): 5/15 (33%) fueron Escherichia coli, 4/15 (27%)
Acinetobacter baumannii complex, 3/15 (20%) Pseudomona aeruginosa, 2/15 (13%)

Klebsiella pneumoniae, y 1/15 (7%) Salmonella group. Grafico 1.

Como se muestra en el Grafico 2, estos aislamientos fueron recuperados a partir de los
siguientes materiales clinicos: 5/15 (33%) materia fecal, 4/15 (27%) hemocultivos, 3/15 (20%)

liquidos de puncién, 2/15 (13%) muestras respiratorias, y 1/15 (7%) material dseo.


http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2017/09/Protocolo-Predifusion-Tabletas-COL-Rosco-version2-Agosto2017.pdf
http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2017/09/Protocolo-Predifusion-Tabletas-COL-Rosco-version2-Agosto2017.pdf
http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2019/06/Protocolo-COLISTIN-DROP-TEST.pdf
http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2019/06/Protocolo-COLISTIN-DROP-TEST.pdf
http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2017/09/Protocolo-Met-de-Eluci%C3%B3n-de-Discos-de-COL-version2-Agosto2017.pdf
http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2017/09/Protocolo-Met-de-Eluci%C3%B3n-de-Discos-de-COL-version2-Agosto2017.pdf
http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2017/09/Protocolo-Met-de-Eluci%C3%B3n-de-Discos-de-COL-version2-Agosto2017.pdf

Las muestras clinicas recuperadas en el HPC, provienen en un (67%) de salas de internacion
correspondientes a Unidad de Terapia Intensiva (UTI), Unidad de cuidados intermedios
(UCIN), Sala 1 (internacion de adultos) y Neonatologia. El 33% de los aislamientos restantes

derivan de la guardia. Grafico N°3.

Cada aislamiento clinico fue testeado por las metodologias predifusién eon discos COL, Drop

Test y Elucién con discos de COL. Los tres ensayos fueron realizados el mismo dia.

Como se muestra en la Tabla 1, 14/15 (93%) de los aislamientos resultaron sensibles por la
técnica Drop Test. En los mismos se evidencid la sensibilidad por la presencia de un halo de
inhibicidn de crecimiento en la placa. En el aislamiento resistente hubo ausencia de halo. A
modo de ejemplo en la Imagen 1 se muestran los aislamientos 27512A (Klebsiella
pneumoniae recuperado de infeccidon de hueso en paciente procedente de UTI) resistente, el
288252 (Salmonella group aislada de hemocultivo en un paciente de la guardia) sensible y el
28288C Acinetobacter baumannii complex recuperado a partir de hemocutlivo de paciente

en UTI) sensible.

Luego las muestras fueron analizadas por predifusidon con discos COL, donde la ponderacidn
de sensible o resistente se hace a partir de la lectura del didmetro de un halo de inhibicion.
Los halos obtenidos se detallan en la Tabla 1, donde se muestra que 14/15 (93%) de los
aislamientos resultaron sensibles con halos 2 16mm. Cabe destacar que todos los
aislamientos de Escherichia coli tuvieron halos > 25mm. En este contexto, en la Imagen 2 A
se evidencia un aislamiento resistente (27512A), mientras que en la parte B de la Imagen 2
podemos visualizar un aislamiento sensible (28175A), correspondiente a la recuperacion de

Pseudomona aeruginosa a partir de un hemocultivo de paciente internado en la guardia.

Adicionalmente, en la Imagen 3 se muestran, a modo de ejemplo, 3 aislamientos clinicos
(27512A; 28288C; 28252B) analizados por los métodos drop test y predifusiéon con discos

COL. A partir de laimagen vy la tabla, se evidencia la congruencia de ambas técnicas.



Imagen N° 3: Correlacién de resultados en métodos Drop Test y Predifusion con discos.

El aislamiento 27512 A resulté resistente COL ( ausencia de halo de inhibicién) por ambas metodologias. Los aislamientos
28252By 28288C fueron sensibles (presencia de halos de inhibicion) en ambos ensayos.

Por ultimo, las muestras se testearon por la técnica elucién con discos COL, aquellas con una
CIM 2= 4 ug/ml son resistentes, crecen en todos los tubos (control, 1, 2, 4). Por otro lado, en
las muestras sensibles, en aquellos aislamientos con CIM < 1 ug/ml se observan los tubos 1,2
y 4 translucidos (ausencia de crecimiento), y en aquellas muestras con CIM < 2 ug/ml
crecimiento en el tubo control y 1 (1ug/ml), y ausencia del mismo en tubos 2 (2ug/ml)y 4
(4ug/ml). En la tabla 1 se observa que solo 1/15 (7%) aislamientos fue resistente, en donde
en todos los tubos hay crecimiento, lo que implica una CIM= 4 ug/ml. 14/15 (93%) de los
aislamientos fueron sensibles, 13/14 (93%) de los aislamientos sensibles tuvieron una CIM <
1 ug/ml, mientras que 1/14 (7%) tuvo una CIM < 2 ug/ml. A modo de ejemplo en la Imagen 4
A se observa el aislamiento 27512A en el cual se observa crecimiento en todos los tubos,
CIM 2= 4 ug/ml, resistente. Por otro lado, en la parte B de la Imagen 4, el aislamiento 28288C
donde se visualiza crecimiento en tubo control y 1, en el tubo 2 se evidencia la ausencia de

crecimiento, CIM < 2 ug/ml, aislamiento sensible.



Grafico N°1: Distribuciéon de microorganismos recuperados.
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Grafico N°2: Distribucidn de materiales clinicos analizados.
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Grafico N°3: Procedencia de los aislamientos clinicos.

mUTI
= GUARDIA
m UCIN
SALA 1
= NEONATOLOGIA

Tabla N°1: Descripcidon de los aislamientos clinicos empleados. Resultados de los testeos de

colistina.

27512A 20/3/2024 UTI Hueso Klebsiella R R:(10mm) | R:CIM 2
Pneumoniae 4 ug/mlL
28024B 3/4/2024 UCIN Materia Complejo S S:(21mm) | S:CIM <
fecal Acinetobac.t.’er 1 ug/mL

baumanii
28075A-1 4/4/2024 | SALA 1 Materia E. coli S S:(25mm) | S:CIM <
fecal 1 ug/mL
28075A-2 4/4/2024 | SALA 1 Materia E. coli S S:(25mm) | S:CIM <
fecal 1 ug/mL
28088D-1 4/4/2024 NEO Materia E. coli S S:(25mm) | S:CIM <
fecal 1 ug/mL
28088D-2 4/4/2024 NEO Materia E. coli S S:(25mm) | S:CIM <
fecal 1 ug/mL
28130-3 5/4/2024 uTl Material Pseudomona S S:(22mm) | S:CIM <
respiratorio geruginosa 1 ug/mL




28175A 6/4/2024 | Guardia | Hemocultivo | Pseudomona S:(18mm) | S:CIM <
aeruginosa 1 ug/ml
28177B 6/4/2024 | Guardia | Hemocultivo E. coli S:(25mm) | S:CIM <
1 ug/mL
28196A 7/4/2024 | Guardia | Liquido de Complejo S:(23mm) | S:CIM <
uncién Acinetobacter 1 ug/mL

P baumanii 8
28198 7/4/2024 | Guardia Material Pseudomona S:(17mm) | S:CIM <
respiratorio geruginosa 1 ug/mL
28208A-1 | 8/4/2024 UTI Liquido de Complejo S:(28mm) | S:CIM <
uncion Acinetobacter 1 ug/mL

P baumanii 8
28208A-2 8/4/2024 UTI Liquido de Klebsiella S:(31mm) | S:CIM <

., Pneumoniae
puncion 1 ug/mL
28252B 9/4/2024 | Guardia | Hemocultivo Grupo S:(28mm) | S:CIM <
Salmonella 1 ug/mlL
28288C 10/4/2024 uTI Hemocultivo Complejo S:(25mm) | S:CIM <
Acinetobacter

baumanii 2 ug/ml

Imagen N°1: Determinacidn de susceptibilidad a colistina por la técnica Drop Test.

27512A

El aislamiento 27512A es resistente (ausencia de halo de inhibicion); los aislamientos 28252B y 28288C son sensibles
(presencia de halo de inhibicicon).




Imdagen N°2: Determinacion de susceptibilidad a colistina por el método de predifusion.

A) B)

El aislamiento 27512A es resistente (ausencia de halo de inhibicion); el aislamiento 28175A es sensible (presencia de halo de
inhibicion)

imagen N°4 (A y B): Determinacién de susceptibilidad a COL mediante la técnica de elusién

con discos de colistina.

A) B)

El aislamiento 27512A resulto resistente mientras que el aislamiento 28288C fue sensible.



Discusidn y conclusiones

En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que los 3 métodos evaluados en el
ensayo son concordantes entre si, ya que todos los aislamientos recuperados, por las tres
técnicas ensayadas tuvieron los mismos resultados, evidenciando una altisima congruencia. Y
que, de esta manera, tenemos 3 opciones validas para evaluar la susceptibilidad a colistina
en el laboratorio de microbiologia, de acuerdo a las disponibilidades de las técnicas, pero
teniendo en cuenta que el método de elucién con discos COL nos devuelve un valor de CIM,
es muy util en determinadas infecciones severas, como por ejemplo una sepsis, en donde le

permite al médico ajustar la dosis.

Perspectivas

Durante mi paso por el Hospital Provincial del Centenario comprendi que el mismo no escapa
de la realidad mundial de la prevalencia de bacterias multi resistentes, y que colistina es una
de las pocas drogas que se pueden utilizar en estos aislamientos. Por lo tanto, resulta
interesante abordar la busqueda de cepas resistentes a COL en hisopados anales de
vigilancia epidemioldgica, los cuales se realizan una vez por semana en las salas de cuidados
criticos y cuentan con la determinacién de patdgenos y mecanismos de resistencia (cepas
productoras de carbapenemasas, produccidn de betalactamasas de espectro extendido,

aislamientos de Enterococos vancomicina resistente).

Una metodologia recomendable para la pesquisa de cepas resistentes a COL podria ser el

Drop Test, ya que es una técnica agil, rapida y de bajo costo.
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PRESENTACION

Hombre trans de 33 afos de edad acude al consultorio externo del establecimiento el dia
12/04/2024 por la mafiana para realizarse un analisis prequirurgico indicado por el area de
traumatologia. Horas mas tarde, por la noche del mismo dia, acude a la guardia de la
institucion donde consulta por fiebre, vomitos y diarrea. El paciente permanece internado y

mas tarde pasa a la Unidad de Terapia Intensiva. Pocas horas después fallece.

MARCO TEORICO

La enfermedad meningocdcica es un grave problema de salud publica en muchos paises del
mundo. Neisseria meningitidis es el agente causal de enfermedades graves como meningitis,
bacteriemia y sindrome de shock séptico. Estas enfermedades ocurren principalmente en
nifos de 6 meses a 4 afios de edad y con frecuencia afectan también a jovenes, aunque
pueden presentarse casos a cualquier edad.

El reservorio natural es la nasofaringe y orofaringe humana, donde el microorganismo
coloniza asintomaticamente. También puede ser encontrado en otros lugares como la
mucosa oral, el recto y tracto urogenital.

Existen 12 serogrupos de N. meningitidis (A, B, C, X, Y, Z, 29E, W135, H, |, K, L) de acuerdo al
polisacarido capsular. Sélo cinco de ellos, A, B, C, Y y W135, son causa frecuente de
enfermedad invasiva.

La probabilidad de que a partir de la portacidn se desarrolle la enfermedad invasiva es
altamente dependiente de la cepa adquirida y de las condiciones del hospedador y su
entorno. Existen factores que favorecen la diseminacidon y la colonizacién, como el
hacinamiento y el humo del tabaco o de la lefia; asimismo se han descrito factores de riesgo
vinculados al hospedador y asociados al desarrollo de la enfermedad meningocécica, tales
como infecciones virales, sistema inmune inmaduro o alterado (inmunodeficiencia humoral,
déficit de componentes terminales del complemento C5-C9, déficit de properdina), irritaciéon
nasofaringea, tabaquismo, hacinamiento, contacto estrecho con un caso, viajeros/residentes
en zonas endémicas y falta de anticuerpos bactericidas contra la cepa infectante, lo que
podria explicar que la mayoria de los casos ocurren en personas previamente sanas sin
factores de riesgo identificados. La susceptibilidad a las infecciones por el meningococo es

universal.



Las primeras vacunas disponibles fueron las de polisacaridos. Estas vacunas jugaron un papel
importante en el control de brotes/epidemias y aun siguen siendo indicadas para este
propdsito. Sin embargo, debido a sus limitantes, estan siendo gradualmente reemplazadas
por las vacunas conjugadas.
Existen vacunas polisacaridicas conjugadas, con eficacia demostrada para los serogrupos A,
C, Y y W135, pero para el serogrupo B no existe una vacuna apropiada, debido a la baja
inmunogenicidad del polisacarido capsular.
En Argentina la tasa de incidencia ha disminuido, pasando de 2,6 casos cada 100.000
habitantes por ano en 1993 a 0,6 casos cada 100.000 habitantes por afio en el 2005, segln
datos del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE), Direccién de
Epidemiologia del Ministerio de Salud de la Nacidn.
La vacuna antimeningocdcica conjugada tetravalente (ACYW) es la que se encuentra
disponible gratuitamente en el Calendario Nacional de Vacunacién para proteger contra las
infecciones graves causadas por meningococo (enfermedad meningocdcica invasiva) y sus
potenciales complicaciones.
Existen dos esquemas diferenciados segln etapa de la vida:
Lactantes:

e leradosis: 3 meses de vida

e 2da dosis: 5 meses de vida

e lerrefuerzo: 15 meses de vida
Estas dosis tienen el objetivo de proteger de la enfermedad al grupo etario mas vulnerable y
con mayor riesgo de enfermar y morir
Adolescentes:

e Una dosis Unica: 11 afios

RESULTADOS
Anailisis prequirurgico 12/04/2024:
HEMOGRAMA COMPLETO CON PLAQUETAS

Leucocitos 12.86 mil/mm3
Hematies 5.06 millon/mm3
Hemoglobina 16.05 g/dI

Hematocrito 48.91 %



Vol. Corp. Medio (MCV)
Hgb Corp. Media (MCH)
Conc. Hgb Corp. Media

Rto. de Plaquetas

Dist.Eritr./Vol.Corp. (RDW)

Vol Plaquetario Medio
Formula leucocitaria
Neutrdfilos Absolutos
Neutroéfilos
Eosindfilos Absolutos
Eosinofilos

Basofilos Absolutos
Basofilos

Linfocitos Absolutos
Linfocitos

Monocitos Absolutos

Monocitos

COAGULOGRAMA
TP con RIN

TP

Tasa

RIN

KPTT

KPTT

QUIMICA

GLICEMIA

UREMIA
CREATININEMIA

IFG

IONOGRAMA SERICO

96.58 fl
31.69 pg
32.81 g/dl
255 mil/mm3
11.89 %

9.44 u3

10.32 mil/mm3
80.27 %

0.38 mil/mm3
292 %

0.08 mil/mm3
0.62%

1.70 mil/mm3
13.25%

0.38 mil/mm3
2.94 %

10.2 seg
120.0 %
0.90

23.6 seg

96 mg/dl
26 mg/dl
0.78 mg/dl

Mayor a 60 mL/min

80 - 100 fL

26-34 pg
31-37g/dl

150 - 400 mil/mm3
11-15%

8-12u3

70-120%

22 - 32 seg

70 - 110 mg/dI
10 - 50 mg/dI
0.6 - 1.2 mg/dl



Sodio
Potasio
Cloruro

COLINESTERASA SERICA

138.0 mEq/I
4.1 mEq/|
100.5 mEq/I
7 681 mUl/ml

Anailisis servicio de guardia 12/04/2024:

HEMOGRAMA COMPLETO CON PLAQUETAS

Leucocitos

Hematies

Hemoglobina
Hematocrito

Vol. Corp. Medio (MCV)
Hgb Corp. Media (MCH)
Conc. Hgb Corp. Media
Rto. de Plaquetas
Dist.Eritr./Vol.Corp. (RDW)
Vol Plaquetario Medio
Formula Leucocitaria
Neutroéfilos Absolutos
Neutrdfilos

Eosinofilos Absolutos
Eosindfilos

Basofilos Absolutos
Basdfilos

Linfocitos Absolutos
Linfocitos

Monocitos Absolutos

Monocitos

ERITROSEDIMENTACION

Quimica

6.99 mil/mm3
4.68 millon/mm3
14.90 g/dl

45.27 %

96.72 fl

31.84 pg

32.92 g/dl

139 mil/mm3
11.75%

10.03 u3

5.88 mil/mm3
84.21 %

0.05 mil/mm3
0.65%

0.06 mil/mm3
0.80%

0.84 mil/mm3
11.96 %

0.17 mil/mm3
2.38%

3 mm/h

135.0 - 145.0 mEq/I
3.5-4.8 mEq/I

95.0 - 110.0 mEq/I
3500 - 15000 mUl/ml

80 - 100 fL

26 - 34 pg
31-37g/dl

150 - 400 mil/mm3
11-15%

8-12u3



GLICEMIA

UREMIA
CREATININEMIA
IONOGRAMA SERICO
Sodio

Potasio

Cloruro
HEPATOGRAMA.

GOT

GPT

FOSFATASA ALCALINA
BILIRRUBINEMIA
BILIRRUBINEMIA TOTAL
DIRECTA

INDIRECTA
AMILASEMIA

GGT

CPK

PROTEINA C REACTIVA
PROCALCITONINA

76 mg/dl 70 - 110 mg/dI
40 mg/dI
2.72 mg/dI

139.0 mEq/I
3.1 mEq/I
96.2 mEq/I

22 Ul/It
15 Ul/It
137 Ul/It

1.76 mg/dl
0.44 mg/dI
1.32 mg/dl
245 Ul/It

36 Ul/It

168 Ul/It

9.2 mg/dl
104.20 ng/ml

Analisis servicio UTI 13/04/2024:

HEMOGRAMA COMPLETO CON PLAQUETAS

Leucocitos

Hematies

Hemoglobina
Hematocrito

Vol. Corp. Medio (MCV)
Hgb Corp. Media (MCH)

6.32 mil/mm3
4.44 millén/mm3
14.34 g/d|

43.09 %

97.15 fl

32.34 pg

10 - 50 mg/dI
0.6 - 1.2 mg/dl

135.0 - 145.0 mEq/I
3.5-4.8 mEq/I
95.0 - 110.0 mEq/I

0-40 Ul/lIt
0-41 Ul/It
Hombres:40 - 129 Ul/It

hasta 1.20 mg/dl
hasta 0.20 mg/dI
hasta 1.00 mg/dI
28 -100 Ul/It
8-61Ul/It
0-190 Ul/It
0.0-0.5 mg/dl

< a 0.5 ng/ml:BAJO RIESGO DE

SEPSIS SEVERA

>a 2.0 ng/ml ALTO RIESGO DE

SEPSIS SEVERA

80 - 100 fL
26 - 34 pg



Conc. Hgb Corp. Media

Rto. de Plaquetas

Dist.Eritr./Vol.Corp. (RDW)

Vol Plaquetario Medio
Formula Leucocitaria
Neutrofilos Absolutos
Neutrofilos
Eosindfilos Absolutos
Eosindfilos

Basofilos Absolutos
Basofilos

Linfocitos Absolutos
Linfocitos

Monocitos Absolutos

Monocitos

ERITROSEDIMENTACION

QUIMICA

GLICEMIA

UREMIA
CREATININEMIA
IONOGRAMA SERICO
Sodio

Potasio

Cloruro
HEPATOGRAMA.
GOT

GPT

FOSFATASA ALCALINA
BILIRRUBINEMIA

33.29 g/dI
26 mil/mm3

12.09 %
10.30 u3

5.00 mil/mm3
79.22 %

0.16 mil/mm3
2.50 %

0.06 mil/mm3
0.87%

0.92 mil/mm3
14.61 %

0.18 mil/mm3
2.80 %

4 mm/h

105 mg/dI
53 mg/dl
3.26 mg/dI

137.0 mEq/I
3.2 mEq/I
100.2 mEq/I

68 Ul/It
24 Ul/1t
124 UI/It

31-37g/dl

150 - 400 mil/mm3 remitir
nueva muestra para confirmar
11-15%

8-12u3

70 - 110 mg/dI
10 - 50 mg/dI
0.6 - 1.2 mg/dl

135.0 - 145.0 mEq/I
3.5-4.8 mEq/I
95.0 - 110.0 mEq/I

0-40 Ul/lt
0-41 Ul/lt
40 - 129 Ul/It



BILIRRUBINEMIA TOTAL
DIRECTA

INDIRECTA
AMILASEMIA

GGT

LDH

CPK

CALCEMIA TOTAL
FOSFATEMIA
MAGNESEMIA
PROTEINA C REACTIVA

SEROLOGIA

VDRL NO REACTIVO
HBV: AC. ANTI HBSAG
HCV ANTICUERPOS

1.68 mg/dl
0.42 mg/dl
1.26 mg/dl
777 Ul/It
29 Ul/It
430 U/L

2 398 Ul/It
7.2 mg/dl
5.3 mg/dl
1.10 mg/dl
11.7 mg/dl

312.92 miU/mL
NO REACTIVO

ACIDO BASE ESTADO Y OXIMETRIA

pH

PO,

pCO,

HCO;
Saturacién de O,
Exceso de bases

ACIDO LACTICO

Hemocultivo automatizado:
Examen Directo (G-N)

Cultivo

7.03

38.40 mmHg
40.40 mmHg
10 meq/It
63.40 %
-20.0 mEq/It
103.40 mg/dI

Diplococos Gram negativos

N. meningitidis

NEISSERIA MENINGITIDIS: serogrupo por PCR

hasta 1.20 mg/dI
hasta 0.20 mg/d|
hasta 1.00 mg/dI
28 - 100 Ul/It
8-61Ul/It
135-225 U/L
0-190 Ul/It
8.5-10.5 mg/dI
2.5-4.5 mg/dl
1.58 - 2.55 mg/d|
0.0-0.5 mg/dI

> 12 mUI/ml: REACTIVO

Sangre venosa: 4.5 - 20.0 mg/dI
Sangre arterial: 4.5 - 15.0 mg/dl



Serogrupo B. ND

Serogrupo C. DETECTABLE
Serogrupo Y. ND
Serogrupo W135. ND

Examen Directo (GN) cocos Gram positivos en cadena y cocos Gram negativos
Cultivo cocos Gram positivos y cocos Gram negativos
Identificacion 1 Neisseria meningitidis

Identificacion 2 Estafilococo coagulasa negativa

Analisis realizados post mortem:
SEROLOGIA

DENGUE NS1-1GG NO REACTIVO

DENGUE NS1-1GM NO REACTIVO
DENGUE ANTIGENEMIA NS1 NO REACTIVO
LEPTOSPIRA, AC. IGM ANTI NO REACTIVO
HANTA VIRUS: AC. NO REACTIVO

PCR

DENGUE

Denguel NO DETECTABLE
Dengue2 NO DETECTABLE
Dengue3 NO DETECTABLE
Dengued NO DETECTABLE
LEPTOSPIRA NO DETECTABLE
FIEBRE HEMORRAGICA NO DETECTABLE
HIV: AG-AC NO REACTIVO

DISCUSION Y CONCLUSIONES
No se observaron hallazgos significativos en el analisis prequirdrgico, mas alld de una leve

leucocitosis a expensas de PMN que por si sola no es especifica.



El laboratorio realizado por guardia denota una afectacidon renal y elevacién importante de
marcadores inflamatorios. Cuadro que progresa, como se observa en el andlisis realizado
durante la estadia del paciente en UTI.

Los resultados del hemocultivo se obtuvieron post mortem y fueron cruciales para arribar al
diagnéstico.

En conclusion, el paciente desarrolld6 una meningococcemia aguda y fatal en cuestidon de
horas.

No se encontraron focos de infeccidn ni factores de riesgo asociados como inmunosupresion
o infecciones virales. Debido a esto se asume que el paciente no habia sido vacunado,

mientras que el foco de la infeccién continda siendo una incégnita.

PERSPECTIVAS

El control de la enfermedad meningocdcica es un problema de salud de alta prioridad,
debido a las elevadas tasas de mortalidad asociadas a las infecciones invasivas, a las graves
secuelas y a su naturaleza epidémica.

El relevamiento de la prevalencia de serogrupos es fundamental para la toma de decisiones
relacionadas con estrategias de vacunacion, dado que las vacunas disponibles son serogrupo
capsular especificas.

Actualmente se recomienda realizar la identificacidon de los serogrupos mediante PCR, con
cebadores especificos para los genes capsulares, por su mayor especificidad.

Considerando que la epidemiologia del meningococo es impredecible, dinamica, con
cambios en corto tiempo y brotes cada 8 a 12 anos, requiere de una vigilancia sistematica y
estricta en cada pais. Es necesario educar a los equipos de salud y a la poblacién en
estrategias tendientes al diagndstico y tratamiento lo mas precoz posible e implementacién
de medidas de profilaxis efectiva, ademds de la toma de decisiones respecto de la

incorporacién de vacunas especificas.
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Objetivo General:

Describir las técnicas y metodologias utilizadas por los servicios de Microbiologia y Biologia
Molecular en el diagndstico de diarreas en pacientes pediatricos y los resultados observados
en las muestras de materia fecal en pacientes del Hospital Escuela Eva Perén durante el

periodo de agosto de 2023 a junio de 2024.

Objetivos Especificos:

1. Determinar la frecuencia y describir los agentes etioldgicos de infeccion por virus,
bacterias y parasitos en muestras fecales de pacientes menores de 15 afios con
diarrea en el periodo de estudio Agosto 2023-Junio 2024.

2. Comparar el rendimiento diagndstico de los métodos tradicionales frente a las
técnicas de biologia molecular (PCR en tiempo real) en la identificacién de agentes

patégenos bacterianos.

Marco Teérico:

Definicién:
La diarrea es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la presencia de 3
0 mas deposiciones liquidas o sueltas en 24 horas . Es un motivo muy frecuente de
consultas ambulatorias e internaciones a nivel mundial, sobre todo en paises
subdesarrollados o en vias de desarrollo; particularmente en menores de 5 afios. Se asocia
fuertemente a la falta de acceso a agua y alimentos seguros.
Se clasifica segln su tiempo de duracién en:

1. Agudas: menos de 14 dias.

2. Persistente: de 14 a 29 dias.

3. Crénicas: 30 dias 0 mas.
La disenteria es la presencia de deposiciones diarreicas con sangre y/o pus y/o moco,
generalmente acompaiiadas de fiebre y dolor abdominal.
Para caracterizarlas es fundamental realizar un cuidadoso interrogatorio, recabando datos
epidemioldgicos como el acceso a agua potable, el consumo de alimentos no aptos (lacteos

no pasteurizados, carnes o pescados mal cocidos, huevos, productos de campo artesanales,



consumo de frutas o vegetales mal lavados), antecedentes de viajes recientes, posibilidad de

contaminacion cruzada, presencia de casos relacionados (brotes).

Etiologia:

Los episodios diarreicos de origen infeccioso pueden ser producidos por diversos agentes
etioldgicos: virus, bacterias, toxinas bacterianas o parasitos. La etiologia viral es la mas
frecuente tanto en los paises desarrollados como en los en via de desarrollo, en estos
ultimos la etiologia bacteriana y parasitaria se tornan mas frecuentes.

La disenteria es producida por bacterias que invaden y destruyen la mucosa intestinal,
algunas de las cuales pueden pasar al torrente sanguineo provocando infeccidn sistémica
(Salmonella spp, Shigella spp, Campylobacter spp, o Escherichia coli enteroinvasivo y
enterohemorragico). La diarrea del viajero puede ser de etiologia bacteriana, por protozoos,
helmintos o virus. A nivel mundial, las causas mas comunes son Escherichia coli
(enterotoxigénico y enteroagregativo) y Campylobacter spp. En las personas con diarrea
persistente debe sospecharse la presencia de infecciones parasitarias principalmente por

Giardia lamblia y Entamoeba histolytica.

A continuacién se describen brevemente los patdgenos mas frecuentemente asociados a
diarreas en nuestra region:

Dentro de los principales agentes virales en pacientes pediatricos encontramos Rotavirus y
Adenovirus. El primero es el principal agente causante de diarrea en la poblacidn pediatrica,
tiene un periodo de incubacion de 1 a 3 dias y se autolimita en 5 a 7 dias. Respecto a
Adenovirus, los serotipos 40 y 41 estan relacionados con enfermedades diarreicas en la
poblacién pediatrica; es agente causal de brotes epidémicos.

En relacidn a los enteroparasitos destacamos a Giardia lamblia, un protozoo de amplia
distribucién mundial y de indudable accién patdgena que puede causar diarreas
disenteriformes, duodenitis, yeyunitis y colonizar la vesicula biliar y a Blastocystis spp ,el
protista se detecta con mayor frecuencia en muestras de materia fecal humana. Varias
publicaciones lo reconocen como agente etioldgico de desérdenes intestinales aunque la

patogenicidad de este pardsito no es universalmente aceptada.



En cuanto a las bacterias de mayor relevancia encontramos:

E.coli: enteroinvasivo y enterohemorragico son agentes causales de disenteria, E.coli
enterotoxigénico es responsable de la diarrea del viajero . E.coli enterohemorragico
productor de toxina shiga(O157:H7es el prototipo)es responsable del sindrome uremico
hemolitico, este agente debe sospecharse ante la presencia de diarrea sanguinolenta en
personas con antecedentes de consumo de carne mal cocida. Escherichia coli
enteropatégeno( EPEC ) se jerarquiza solamente en menores de 2 afios salvo en situaciones
particulares.

Campylobacter spp: las infecciones por Campylobacter suelen ser leves, pero pueden ser
mas serias en ninos muy pequefios, personas de edad e inmunodeprimidos. Su principal
reservorio son las aves. Los sintomas clinicos mas frecuentes son diarrea (frecuentemente
sanguinolenta), dolor abdominal, fiebre, dolor de cabeza, nduseas y/o vémitos, y duran por
lo general de 3 a 6 dias.

Shigella spp: produce disenteria. Shigella sonnei es la mas frecuente en paises
desarrollados, pueden provocar brotes. Shigella flexneri es un agente endémico en paises en
desarrollo, provoca cuadros mas graves, inclusive cuadros neurolégicos. Raramente causa
bacteriemia.

Salmonella no Typhi: los animales tanto domésticos como silvestre son su principal

reservorio(existen portadores humanos sanos). Genera enfermedad leve autolimitada en la
mayoria de los casos. En el 2% al 4% de los casos puede ocurrir bacteriemia con riesgo de
enfermedad grave principalmente en nifios pequefios, adultos mayores e
inmunocomprometidos.

Salmonella Typhi o Paratyphi A, B, o C : los seres humanos son el Unico reservorio para

Salmonella Typhi que causa fiebre tifoidea una enfermedad infecciosa que se transmite por
agua o alimentos contaminados con heces, mientras que Salmonella Paratyphi también
tiene reservorios animales y causa casos de menor gravedad . Los seres humanos pueden
llevar las bacterias en el intestino durante mucho tiempo (portadores crénicos)

Vibrio cholerae: mas frecuentes en paises en desarrollo Unicamente los serogrupos 01y

0139 provocan cuadros severos, brotes y epidemias.
Yersinia spp: es un patdgeno invasivo entérico, especialmente en personas de corta edad.

Los cuadros clinicos mas frecuentes producidos por este agente son: enterocolitis, ileitis



terminal, linfadenitis mesentérica, sepsis y otros cuadros extraintestinales. En los casos de
enterocolitis,se presenta la diarrea, con fiebre de bajo grado y dolor abdominal, con
presencia de leucocitos y sangre en las heces.

Clostridioides difficile: es responsable de la mayor parte de las diarreas intrahospitalarias por
accion de sus toxinas. Genera desde cuadros leves de diarrea hasta eventos fulminantes
asociados con la formacion de pseudomembranas y megacolon tdxico. Se transmite tanto
desde fuentes enddgenas como exdgenas (sdbanas, bafios, fdmites, utensilios médicos,

personal de salud,contacto con pacientes infectados).

Metodologias y técnicas utilizadas en Microbiologia:

En el Servicio de Microbiologia del Hospital Escuela Eva Perdn se cuenta con las siguientes
herramientas para identificar el agente causal:

e Examen directo en fresco: Permite encontrar enteroparasitos, la toma de muestra de
manera seriada mejora la sensibilidad debido a la variabilidad de |a carga parasitaria
en el tiempo. Agregar una gota de azul de metileno permite visualizar leucocitos con
mayor facilidad .

e Tincién de Gram: No es de gran ayuda debido a la naturaleza polimicrobiana de la
muestra, pero sirve para inferir la presencia de un disbalance de la microbiota
intestinal.

e Test inmunocromatograficos para la deteccién de rotavirus y adenovirus (en especial
en pacientes pedidtricos) y toxinas de Clostridioides difficile.

e Coprocultivos: A partir de heces frescas,sin conservantes.La muestra se debe llevar al

laboratorio a la brevedad posible.

Para esto se utilizan 4 medios distintos:

% SMAC (Agar MacConkey-Sorbitol): Este medio permite la diferenciacion de E.coli

0157 de otras cepas de E.coli, ya que a diferencia de estas E.coli 0157, no fermenta

sorbitol y sus colonias son transparentes mientras que el resto fermentan el sorbitol
acidificando el medio lo que produce el viraje del indicador (rojo neutro) que resulta
en colonias rosas. Puede también utilizarse un medio cromogénico que separa estos

dos tipos de colonias con mayor claridad.



% CLDE (Agar Cistina Lactosa deficiente en electrolitos): Es un medio diferencial
utilizado para recuperacion de bacilos gramnegativos. Diferencia los diferentes
microorganismos segun su capacidad de utilizacién de lactosa.

% SS (AgarSalmonella-Shigella): Medio medianamente inhibidor. Permite diferenciar
entre organismos fermentadores y no fermentadores de lactosa (Salmonella y
Shigella) que originan colonias rosadas y transparentes respectivamente. La
produccion de SH, evidenciada como un punto negro en el centro de la colonia
orienta a la presencia de Salmonella spp.

% AS (Agar sangre): Permite identificar microorganismos productores de hemédlisis,

como Aeromonas y Vibrio.

Si en los medios de cultivos se obtiene desarrollo de colonias Sorbitol negativas o Lactosa
negativas se pueden utilizar las siguientes pruebas bioquimicas que son de ayuda para

diferenciar de qué microorganismo se trata:

Citrato Urea LIA TSI Movilidad oDC Indol
Salmonella + - + K/Ac + + -
spp
Shigella - - - K/Ac - - +/-
spp
EIEC - - - K/Ac - +/- +/-

Hay una relacion filogenética y bioquimica estrecha entre Shigella y EIEC, por lo cual es dificil
poder identificarlas. Una prueba util para esto es la prueba del Acetato, el cual en algunas
ocasiones permite diferenciarlas pero esto solo se lo hace con fines epidemioldgicos ya que
no tiene relevancia clinica. El diagndstico se completa con serologia, que en el género

Shigella coincide con las especies.




Ante colonias lactosa negativas y sorbitol positivos, y con las siguientes pruebas
bioguimicas: TSI K/Ac, LIA - y Urea +, continuar con otras pruebas bioquimicas para descartar

Yersinia enterocolitica.

Técnicas de biologia molecular para el diagndstico de agentes causales de diarreas:

En base a la clinica del paciente o grupo etario al que pertenece se puede solicitar una PCR
en tiempo real. Las muestras remitidas al servicio de Biologia Molecular para las
determinaciones pueden ser materia fecal del paciente en estudio o una colonia sospechosa
indicada por el servicio de microbiologia que haya desarrollado en el cultivo de la muestra
del paciente.
Muestras y Extraccidon de Material Genético:
Materia Fecal del Paciente:
- Se utiliza una muestra diluida en PBS como medio conservador, el ADN se extrae
utilizando columnas con filtro de silica del kit High Pure PCR Template Preparation de
Roche y se anade un control interno previo a la extraccion del ADN para validar la
eficiencia del proceso.
Colonias de Interés:
- Se utiliza una colonia bacteriana reaislada en un medio sin azlcares agregados, se
realiza una suspensién en agua calidad PCR y se purifica mediante la técnica de shock
térmico (boiling).

Preparacién para PCR:

- Para las determinaciones Salmonella/ Shigella/ Yersinia / Campylobacter se realiza
una PCR multiplex con un kit comercial de Roche en el termociclador Cobas Z 480.
- Para EPEC se utiliza un kit comercial de Primer design que detecta la presencia del
gen eae.
Los cebadores y sondas utilizan el principio TagMan, que consiste en que en la misma mezcla
de reaccién se incluye una sonda fluorogénica marcada con un colorante y un quencher
(extintor). Durante la amplificacién por PCR, la sonda se escinde gracias a la capacidad
endonucleasa de la Polimerasa y se separan el fluordforo y el extintor generando
fluorescencia. Esta sefial es detectada en cada ciclo y el software acoplado la transforma en

un grafico de fluorescencia vs numero de ciclos. Para cada curva graficada existe un valor de



Ct, conocido como el numero de ciclo en el cual la sefial aumenta exponencialmente

superando el umbral de fluorescencia. El valor de Ct puede relacionarse inversamente con la

concentracion inicial del target en a detectar en la muestra. Al usar distintos fluoréforos que

emiten a distintas longitudes de ondas es posible detectar varios targets en una misma

mezcla de PCR siempre y cuando no haya superposicion de las sefiales.

Validacién del Proceso:

R
L X4

0.
*o*

Control Interno de Extraccion de ADN: Se utiliza ADN control agregado previo a la
extraccion de acidos nucleicos como estandar exdgeno, amplificado con sondas
especificas. Su presencia valida la correcta extraccidn y la ausencia de inhibidores de
PCR.

Control Endégeno: Basado en la amplificacion de un gen presente en todas las
muestras, asegura la cantidad adecuada de material bioldgico, confirma la correcta
ejecucidn de la extraccion del ADN y la ausencia de inhibidores de PCR.

Control Negativo: Se incluye una reaccidon de control negativo con agua libre de
ARNasa/DNasa reemplazando a la muestra para descartar contaminaciones de
reactivos.

Control Positivo: Se incluye una reaccion de control positivo con un eluato conocido
con la presencia del target a detectar. Verifica la funcionalidad de la mezcla de
reaccion y la validez de los resultados obtenidos. En caso de no obtener sefial los
resultados de la prueba no son validos y deben repetirse. Se deben manipular con

cuidado para evitar contaminaciones.

Especificidad de los Cebadores:

% EPEC (Enteropathogenic Escherichia coli): Los cebadores se dirigen al gen eae, que

codifica la intimina, una proteina de membrana que media la adherencia de la

bacteria a los enterocitos.

% Shigella y EIEC (Enteroinvasive Escherichia coli): Los cebadores van dirigidos hacia el

gen del antigeno plasmidico de invasidon H (ipaH), el cual esta relacionado con la
entrada y diseminacion del patdégeno. No es posible diferenciar Shigella y EIEC por

esta qPCR debido a que comparten el mismo gen target.



Resultados:

En el periodo agosto 2023-junio 2024 se solicitaron 66 pruebas para la identificacion de
rotavirus y adenovirus, de las cuales 11 fueron positivas( 4 corresponden a rotavirus, 5 a
adenovirus y 2 rota-adenovirus). Los pacientes tenian entre 2 meses y 8 anos, la mayoria en
menores de 2 afios de edad. Todos los pacientes positivos se encontraban internados. El

diagndstico se realizo utilizando test inmunocromatograficos.

Se solicitaron 111 estudios parasitoldgicos,la mayoria con diagndstico de diarrea crénica o
dolor abdominal de los cuales 33 fueron positivos. 11 correspondientes a Giardia lamblia
en pacientes de 18 meses a 11 aios de edad; 20 fueron positivos para Blastocystis spp la

mayoria en mayores de 4 anos; 1 caso positivos de Entamoeba coliy 1 de Endolimax nana.

La identificacion se realizé a partir del examen directo en fresco y sobre muestras seriadas
En cuanto a la identificacion de bacterias en muestras de materia fecal se obtuvieron:

Shigella-EIEC: De 46 solicitudes, 23 fueron positivas (12 se identificaron a través del cultivos
y gPCR, 11 solo por gPCR). Cuando se obtuvo crecimiento en los medios de cultivos se
determind el serotipo para Shigella, 10 S. flexneriy 2 S. sonnei.

Yersinia: Ingresaron 17 solicitudes las cuales todas fueron negativas.

Salmonella: Se obtuvieron 2 casos positivos (tanto en cultivos como por qPCR) de 39 casos
estudiados.

Campylobacter: Se obtuvieron 3 casos positivos (por gPCR) de 42 solicitudes realizadas; 2 de
los cuales estaban asociados a Shigella.

EPEC: Se procesaron 16 muestras de las cuales 3 fueron positivas (tanto en cultivos como
por qPCR), ambas en menores de 2 afos correspondientes a 2 casos ambulatorios y 1

internado. En los cultivos se observé un unico morfotipo de ECO.
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Clostridioides difficile: se presentaron 2 casos positivos en el area de neonatologia
correspondientes a mellizos, de los cuales uno fallecié por perforacidn intestinal mientras
que el otro nifio tuvo un cuadro mas leve con 1 de 3 muestras positivas. El diagndstico se

realizé por inmunocromatografia para toxinas Ay B.

Discusién y conclusiones:

En lo que respecta a las infecciones virales, un 16.7% de las pruebas resultaron positivas. La
introduccion de la vacuna contra el rotavirus en el Calendario Nacional de Vacunacién ha
demostrado tener un impacto significativo en la incidencia y el perfil epidemioldgico de las
diarreas por rotavirus en la poblacion pediatrica. En particular, se ha observado un cambio
notable en |la edad de presentacidn de estas infecciones. Se ha evidenciado un retraso en la
aparicidn de diarreas por rotavirus a nifios mayores, desplazando la edad de presentacién
hacia los 4 y 8 aios. Esto se debe a que la vacunacion ha reducido la incidencia de casos
graves en los primeros afos de vida. En los casos de diarreas por adenovirus para el cual no
se dispone de vacuna, la mayoria de los casos positivos fueron en nifios menores de 2 afos.
No se encontraron casos positivos de los patdgenos virales durante los meses de verano. La
mayoria de los casos se concentraron en los meses invernales, lo que coincide con la
literatura existente sobre la mayor incidencia de diarrea viral en esta época. Respecto a las
diarreas causadas por parasitos un 29.7% resultaron positivas. Giardia lamblia fue mas
frecuente en ninos de 18 meses a 11 afios, mientras que Blastocystis spp fue predominante

en mayores de 4 afios.

En cuanto a las diarreas bacterianas, las determinaciones para Shigella-EIEC tuvieron una
alta tasa de positividad del 50% (23 de 46 solicitudes) en pacientes de entre 11 meses 'y 12
afios,con predominio en menores de 5 afios. La mayoria de los casos fueron identificados
por gPCR, indicando que algunos patdgenos pueden no crecer en medios de cultivo
tradicionales ya sea debido a cepas mas labiles , a materia fecal con baja carga bacteriana o
problemas en toma y conservacion de muestras. Se observé un predominio de Shigella

flexneri entre los casos positivos de enterobacterias.

Las infecciones por Salmonella y Campylobacter fueron menos frecuentes, con tasas de

positividad del 5.1% y 7.1%, respectivamente. Sin embargo, es notable que 2 de los 3 casos



de Campylobacter estaban asociados con Shigella, lo que indicaria la posibilidad de

coinfecciones. EPEC en menores de tuvo una baja tasa de positividad (12.5%)

Respecto a los aportes de la Biologia Molecular (QPCR) podemos destacar que: tienen mayor
sensibilidad que los medios de cultivos, lo que permite identificar los microorganismos
cuando se encuentren presentes en bajas cantidades. No requieren que estos sean viables,
ya que se basan en la amplificacién de una parte de su material genético. En los casos de
Shigella identificadas solamente por gPCR y que no han podido ser aisladas, el Ct nos podria
orientar si es debido a una baja carga bacteriana en las muestras o si se tratan de cepas mas
[abiles. A diferencia del aislamiento a través de medios de cultivos, son técnicas rapidas que
permiten obtener el resultado a las pocas horas de entrada de la muestra. Como principales
desventajas: es un método costoso que requiere equipos y personal capacitado, que no
todos los centros de salud disponen; y en casos que se sospeche de diarreas por patégenos
colonizantes (Por ejemplo Clostridioides difficile en pacientes pediatricos) deben ser

cuidadosamente evaluadas.

Perspectivas:
Estudios Epidemioldgicos Adicionales: Llevar a cabo investigaciones sobre los factores

estacionales y epidemioldgicos que afectan la prevalencia de los patégenos virales y
bacterianos, con el fin de mejorar las estrategias de prevencién, control y modificacion en
esquemas de busqueda e identificacion de enteropatogenos . La utilizacion de paneles
gastrointestinales comerciales que investigan una gran cantidad de microorganismos
esporadica y concienzudamente podria detectar subdiagndstico de algun agente que no se

busque con tanta frecuencia o de rutina.
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CONCLUSIONES: segin los resultados analizados, el Tacrolimus es el inmunosupresor mas utilizado,

incidiendo con lo por la A su vez, no existen diferencias significativas en cuanto al uso
de inmunosupresores segun el género. Mientras que si existen diferencias significativas respecto al rango
etario, siendo predominante el uso de los mismos en pacientes entre los 30y los 50 afios de edad.
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Presentacion

El monitoreo terapéutico de drogas consiste en la cuantificacion de las
concentraciones de medicamentos en la sangre, la interpretacion farmacoldgica y las

directrices de tratamiento. (Lépez Jaramillo, 2020).

Las drogas terapéuticas que se monitorizan en el Laboratorio asistencial del area de
Toxicologia de la Facultad de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas (FBIOyF) con asiento en el
Hospital Provincial del Centenario de Rosario son: anticonvulsivantes, inmunosupresores,

paracetamol y antipsicoticos (litio).

En el Laboratorio asistencial de toxicologia se procesan las muestras provenientes de
los distintos servicios del hospital, ya sea de guardia, internacién y laboratorio central, como
asi también del servicio de nefrologia, servicio de gastroenterologia, de cardiologia,
hematologia y las extracciones realizadas en el SIEBE sala 9. Se reciben muestras
provenientes de efectores externos tales como CEMAR, Hospital Provincial de Rosario y otros

pertenecientes a la red bioquimica provincial.

En este trabajo se explica para qué se utiliza el Tacrolimus, por qué es necesario su
monitoreo continuo y se presentan datos estadisticos del trabajo realizado durante el mes de

rotacién por el servicio de toxicologia.

Marco teodrico

En cuanto a los inmunosupresores, estos se utilizan en distintas patologias,
principalmente en el tratamiento de pacientes a los que se les ha realizado un trasplante de
drgano, porque son capaces de controlar la respuesta inmunitaria desencadenada por el
huésped debido a la presencia de antigenos ajenos al propio organismo, evitando asi el
rechazo del érgano trasplantado. También se utilizan para evitar la enfermedad del injerto
contra el huésped (EICH), que es la complicacién mas frecuente y potencialmente fatal
cuando se realiza un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. En esta
enfermedad los linfocitos T inmunocompetentes y procedentes del donante (injerto)

reconocen estructuras antigénicas del receptor como extrafias. De esta manera, la respuesta



inmune resultante activa los linfocitos T del donante y destruye los tejidos del receptor. La
EICH aguda es la principal complicacién fatal en la fase precoz del trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos, mientras que la EICH crénica supone una alta morbilidad y

mala calidad de vida de los pacientes que sobreviven a largo plazo. (Moreno, 2019).

La monitorizacidon permanente de la droga sirve para controlar que la dosis indicada
por el médico se encuentre dentro del rango terapéutico evitando complicaciones por
toxicidad del farmaco. La utilidad de determinar las concentraciones sanguineas de los
inmunosupresores se basa en que su efecto depende de las concentraciones alcanzadas en
su lugar de accién, y estas concentraciones intralinfocitarias dependen de las
concentraciones del inmunosupresor en sangre. Los farmacos inmunosupresores tienen la
caracteristica de que poseen un estrecho rango terapéutico, por este motivo es crucial el
monitoreo de manera periddica de los mismos para poder ajustar la dosis y de esta manera,
evitar intoxicaciones debido a dosis elevadas o bien evitar que la dosis sea insuficiente como
para no ejercer su efecto inmunosupresor en el organismo. A su vez, estos farmacos se
monitorizan debido a que presentan una elevada variabilidad interindividual tanto
farmacocinética como farmacodindmica. Para la mayoria de los farmacos cada paciente
recibe una dosis inicial en funcion de variables como el peso y la edad y luego a través de la

monitorizacién dicha dosis se va ajustando en caso de ser necesario. (Gdmez Lagos, 2017).

Los inmunosupresores utilizados son: Tacrolimus, Sirolimus, Everolimus vy
Ciclosporina. Todos son usados para evitar el rechazo de trasplantes hepaticos y renales
mientras que para evitar el rechazo de trasplantes de médula désea, es mas frecuente el uso

de la Ciclosporina.

El Tacrolimus es el inmunosupresor mds utilizado para evitar el rechazo de
trasplantes. Se puede administrar por via intravenosa o por via oral. La absorcién del mismo
desde el tracto gastrointestinal es variable e irregular y en cuanto a su distribucién, se une a
proteinas, principalmente a la albumina y a la glucoproteina acida a-1, y presenta un alto
grado de unidn a los eritrocitos. El Tacrolimus se metaboliza en gran parte en el higado y en
los microsomas del intestino delgado utilizando las enzimas del citocromo P-450. Se han

identificado 9 metabolitos de Tacrolimus diferentes. El mecanismo de accion del Tacrolimus



se lleva a cabo en el interior de los linfocitos y consiste en que se une a un grupo de
proteinas, denominadas captadoras de FK506 (tacrolimus) (FKBP). La formacién de un gran
complejo pentamérico, que comprende FKBP, Tacrolimus, calmodulina y calcineurinas A y B,
provoca la inhibicion de la actividad fosfatasa de la calcineurina. Esto conlleva a que los
factores de transcripcién que requieren de la desfosforilacion para el transporte al nicleo de
la célula se vean inhibidos y se produzca un bloqueo de la proliferacién y funcién de los

linfocitos T. (Abbott Laboratories Diagnostics, 2015).

El uso de Tacrolimus se relaciona con efectos secundarios téxicos graves,
principalmente, nefrotoxicidad. En la actualidad, no estd claro si la nefrotoxicidad de
tacrolimus se debe al medicamento precursor, a los metabolitos o a la combinacién de
ambos. Otros efectos secundarios adversos comprenden neurotoxicidad, hipertensién,

insomnio y nauseas. (Abbott Laboratories Diagnostics, 2015).

Para llevar a cabo la determinacion de inmunosupresores Tacrolimus, Sirolimus y
Ciclosporina se utiliza el equipo autoanalizador Architect i1000s de Abbott y para la
determinacidon del inmunosupresor Everolimus se utiliza el equipo autoanalizador Cobas

e411 de Roche.

En cuanto al procesamiento de las muestras para determinar inmunosupresores, se
requiere de un pre-tratamiento manual de las mismas, con la finalidad de provocar la lisis de
los glébulos rojos de la muestra de sangre entera con EDTA, para que de esta manera se

pueda dosar el fdrmaco que esta tanto en el plasma como dentro de los glébulos rojos.

El equipo utiliza el método competitivo basado en la reaccién antigeno-anticuerpo
con deteccién por quimioluminiscencia. Dicho método consiste en la competicion del
inmunosupresor de la muestra con un analogo del inmunosupresor conjugado con acridinio
para unirse a un anticuerpo; de esta manera, cuanto mayor cantidad de inmunosupresor hay
presente en la muestra menor desarrollo de quimioluminiscencia habra y visceversa. Para
que se de la reaccién de quimioluminiscencia se requieren de dos soluciones, la solucién
pre-activadora o pretrigger y la solucion activadora o trigger. La solucién pretrigger, es una

solucién de peréxido de hidrégeno, que provee un medio acido, para evitar la pérdida



prematura de luz y la aglutinacién de las microparticulas, a su vez separa el colorante de
acridinio del complejo microparticula-conjugado, dejando asi al acridinio libre para que luego
pueda reaccionar con el peroxido de hidrogeno. Por otro lado, la solucidn activadora o
también llamada trigger, es una solucion de hidréxido de sodio, que provee el medio alcalino
necesario para que se lleve a cabo la accion oxidativa del peréxido de hidrégeno sobre el
acridinio para formar N-metilacridona que al volver a su estado original genera energia en
forma de luz, provocando asi la reaccién quimioluminiscente. Existen tres protocolos

distintos, el de un paso, el de dos pasos y el STAT.

1. Protocolo de un paso: la muestra, las microparticulas y el conjugado marcado
con acridinio son colocados en la cubeta de reaccion, luego se incuba 25
minutos y se lava para eliminar todo lo que no se ha unido. Posteriormente, la
solucién pre-activadora es dispensada y el fotémetro hace la lectura de fondo
para luego adicionar la soluciéon activadora ocasionando la reaccién de
guimioluminiscencia mientras el fotdmetro realiza la lectura final. Finalmente,
descarta la cubeta de reaccion en el desecho sdlido.

2. Protocolo de dos pasos: la muestra y las microparticulas se colocan en la
cubeta de reaccién y se incuba durante 18 minutos, luego se lava para
eliminar el material que no se ha unido. Posteriormente, se adiciona el
conjugado marcado con acridinio y se incuba durante 4 minutos para luego
lavar y eliminar lo que no se ha unido. Luego, la solucidn pre-activadora es
dispensada y el fotdmetro hace la lectura de fondo para luego adicionar la
solucién activadora ocasionando la reaccién de quimioluminiscencia mientras
el fotdometro realiza la lectura final. Finalmente, descarta la cubeta de reaccion
en el desecho sélido.

3. Protocolo STAT: es aquel que se utiliza para casos de urgencia, se lleva a cabo
en un solo paso, de igual manera que se describié anteriormente, pero con
periodos de incubacidn acortados, para asi obtener el resultado en un menor

tiempo. (Abbott Laboratories Diagnostics, 2012).

De esta manera, en el protocolo de un paso se lleva a cabo un solo periodo de

incubacién (de 25 minutos) y un solo lavado, en el de dos pasos, se llevan a cabo dos



periodos de incubacién (uno de 18 minutos y el siguiente de 4 minutos) y dos lavados vy el
protocolo STAT se lleva a cabo la metodologia de un solo paso pero con un periodo de
incubacién de 11 minutos. Por lo que se puede concluir que el protocolo de un solo paso es

de mayor duracion que el de dos pasos, sin tener en cuenta el protocolo de urgencias.

En particular, para la determinacidon de inmunosupresores se utiliza el protocolo de

un paso porque es el método de preferencia para moléculas pequefas.

A su vez, junto con las muestras se procesan los controles, y el procesamiento de los
mismos se realiza de igual manera que el las muestras, es decir que también reciben un
pretratamiento y luego son introducidos en el equipo para la obtencién de su valor. Una vez
obtenido el resultado del control, se observa si se encuentra cerca de la media de la grafica
de Levey Jenning, lo cual es importante para poder validar los resultados de las muestras. En
caso que el resultado obtenido del control, supere los + 3 desvios estandares se debera

volver a procesar el control y las muestras.

Una vez obtenidos los resultados mediante la utilizacién del equipo autoanalizador
Architect de Abbott, estos se cargan en el sistema Infinity del Hospital Provincial del
Centenario para que luego el médico tratante pueda ingresar al sistema, observar el
resultado informado de la determinacion realizada y tomar una decisién terapéutica en base
al mismo.

Para este trabajo se realizd una evaluacion de las determinaciones de
inmunosupresores que ingresaron al servicio de toxicologia durante el mes de marzo de
2024, periodo que coincidio con la rotacion por el mismo. Ademas se analizé la prevalencia

segun el sexo y la edad de los pacientes.

Resultados

El Tacrolimus es el inmunosupresor mas utilizado para evitar el rechazo de
trasplantes. Esto coincide con lo evaluado durante el periodo del 1 de marzo del 2024 al 31
de marzo del 2024 durante la realizacién de la practica profesional bioquimica obligatoria en

Laboratorio asistencial del drea Toxicologia de la FBIOyF con asiento en el Hospital Provincial



del Centenario de Rosario. En este periodo se analizd la prevalencia de los distintos

inmunosupresores, el sexo y la edad de los pacientes.

En el periodo analizado se procesaron 80 determinaciones de inmunosupresores, de

las cuales 60 corresponden al Tacrolimus, representando el 75 % de los pacientes.
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Grafico 1: Prevalencia en la determinacién o dosaje de inmunosupresores en el transcurso del

01/03/2024 al 31/03/2024.

En cuanto al género, de 80 determinaciones de inmunosupresores, 44 corresponden

al sexo masculino (55%) y 36 al sexo femenino (45%).
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Grafico 2: Género en el uso de inmunosupresores en el transcurso del 01/03/2024 al

31/03/2024.

Respecto al rango etario de dichos pacientes, se agrupd los rangos de la siguiente
manera: pacientes con edad menor o igual 30 afios, pacientes entre los 30 y los 50 afios
inclusive, pacientes entre los 50 y los 70 anos inclusive y pacientes mayores a 70. Se observo
qgue la mayor proporcion de pacientes se encuentra en el rango de 30 a 70 afios siendo

predominante el grupo de 30 a 50 anos.

Rango etario

4% 10%

32%

54%

<30 30-50 ~ 50-70 - >70

Grafico 3: Rango etario en el uso de inmunosupresores en el transcurso del 01/03/2024 al
31/03/2024.

Discusidn y conclusiones

Los resultados obtenidos respecto a la prevalencia del uso de inmunosupresores
coinciden con la bibliografia, siendo el Tacrolimus el mds utilizado. En el laboratorio de
toxicologia encontramos una prevalencia del 75% en el periodo analizado. A su vez, no
existen diferencias significativas en cuanto al uso de inmunosupresores segln el género.
Mientras que si existen diferencias significativas respecto al rango etario, siendo

predominante el uso de los mismos en pacientes entre los 30 a 50 afios de edad.

Cabe aclarar que en el periodo analizado el nimero de muestras no fueron las

habituales debido a los feriados y paros del personal del Hospital.



Es muy importante la realizacién del monitoreo de drogas terapéuticas para poder
conocer la dosis adecuada que requiere cada paciente en particular, ya que la dosis de estas
drogas es muy dependiente de cada individuo. A su vez, conocer dicha dosis permite que el
paciente no presente una intoxicacién causada por una dosis excesiva del farmaco, ni
tampoco que se administre una dosis baja la cual no sea suficiente para que el
inmunosupresor pueda llevar a cabo su efecto. También permite conocer si el paciente se ha
adherido al tratamiento o es necesario reforzar las indicaciones que el médico da al paciente

respecto a la medicacién.

Para que el médico pueda tomar una decisidn terapéutica, en cuanto a reducir,
mantener o aumentar la dosis del inmunosupresor en cada paciente; es crucial poder brindar
un resultado seguro y confiable, para ello es necesario que se lleven a cabo las etapas

pre-analiticas, analiticas y post-analiticas de manera correcta.

Perspectivas

Como propuesta de mejora para el Laboratorio asistencial del area de Toxicologia de
la FBIOYF se propone incrementar la relacidn interdisciplinaria del equipo bioquimico con los
médicos del servicio de Nefrologia del Hospital Provincial del Centenario que solicitan el
dosaje del inmunosupresor en sangre, para que de esta manera se pueda profundizar en la
historia clinica de cada paciente para llevar a cabo una mejor evaluacién respecto al uso del

inmunosupresor.

También se propone que el bioquimico que va a llevar a cabo el procesamiento de la
muestra sea el mismo el que realice la extraccion para poder tener mas informacidn respecto
del paciente y la toma de medicacion (dosis y horario) para que de esta manera el
bioquimico pueda realizar una mejor interpretacién de los resultados y posterior validacion
los mismos. No obstante, hay que tener en cuenta la cantidad de muestras a procesar y por

lo tanto no siempre es factible que el mismo bioquimico lleve a cabo la extraccidn.
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PRESENTACION

El presente trabajo final tratard sobre el proceso y recorrido de las muestras de pacientes
ante la sospecha de un cuadro de leucemia mieloide crénica (LMC) y los diferentes estudios
diagnosticos, desde el contacto con el laboratorio, el proceso pre-analitico, el analitico y el
post-analitico. Esta presentacion esta basada en los protocolos utilizados por el Laboratorio
CIBIC, institucion en donde llevamos a cabo la instancia de PPO. CIBIC es un laboratorio
bioquimico de la ciudad de Rosario enfocado en el diagndstico bioquimico clinico y en el
desarrollo y aplicacion de distintas metodologias biotecnoldgicas. Esta conformado por un
equipo de trabajo de mdas de 300 personas, distribuidas en nueve Centros de Atencion a
Pacientes, en el Centro de Produccién, Investigacién y Desarrollo (CEPIDE) y en Centro de

Almacenamiento y Logistica.

MARCO TEORICO

La LMC es una enfermedad caracterizada por el desbalance y desarrollo anormal (clonal o
maligno) de células de estirpe mieloide que se encuentran en sangre periférica. La
enfermedad se produce cuando una célula madre pluripotente sufre una transformacion
maligna, derivando en una mieloproliferacién clonal, lo que conduce a una sobreproduccién
llamativa de granulocitos maduros e inmaduros.

La LMC es asintomatica en el estadio inicial, y su progresién es insidiosa. Se presenta con un
estadio "benigno" asintomatico (malestar general, anorexia, descenso de peso) que
finalmente da lugar a estadios acelerados o blasticos con signos y sintomas mas importantes,
como esplenomegalia, palidez, propensién a hematomas y hemorragia, fiebre,
linfadenopatias y alteraciones cutaneas. Alrededor del 85% de los pacientes con LMC se
detectan en la fase crénica.

1. FISIOPATOLOGIA DE LA LMC

Como resultado de una translocaciéon reciproca se produce la fusion entre los brazos largos
de los cromosomas 9 (que contiene el gen ABL1) y 22 (que contiene el gen BCR), que dard
origen al cromosoma Phi o Philadelphia ([t(9;22)(g34;911)]), originando asi al gen de fusién
BCR/ABL (Figura 1). Este es un gen quimérico con actividad oncogénica, que codifica una
tirosina quinasa quimérica que se encuentra constitutivamente activa. Esto resulta en la
desregulacion de la proliferacion celular, en la disminuciéon de la adherencia de células
transformadas al estroma de la médula dsea y en la supresién de la muerte celular

programada (apoptosis) en las células leucémicas.
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Figura 1: Esquema de la translocacion reciproca entre el cromosoma 9y el 22 que da lugar al
cromosoma filadelfia.
Los puntos de ruptura que originan la translocacién 9;22 se pueden situar en diferentes

regiones bien definidas que pueden dar como resultado re-arreglos que generan proteinas
guiméricas de diferentes pesos moleculares, tales como:
e Proteina p210 (presente en casi la totalidad de casos de LMC)

e Proteina p190 (presente en casos esporadicos de LMC),

2. PROGRESION NATURAL DE LA LMC
La LMC aparece cuando una célula madre hematopoyética (HSC) transformada (por
adquisicion del cromosoma Phi) inicia una produccion excesiva y clonal de todas las células
del linaje mieloide, principalmente en médula désea pero también en localizaciones
extramedulares (por ej.: bazo o higado). Aunque predomina la produccion de granulocitos, el
clon neoplasico incluye eritrocitos, megacariocitos, monocitos e incluso algunos linfocitos Ty
B. La alteracion genética confiere una inestabilidad a las HSC frente a nuevas alteraciones
genéticas que pueden, ocasionalmente, producir un bloqueo en la diferenciacion celular,
dando lugar a una proliferacién de células inmaduras, evolucionando asi hacia una leucemia
de cardcter aguda.
Las células madre normales quedan retenidas en la médula ésea y pueden emerger después
de la supresion farmacolégica del clon de leucemia mieloide crénica. Sin tratamiento, la LMC
experimenta 3 fases:

e Fase crénica: un periodo poco activo inicial que puede durar 5-6 aifos. Fase donde se

suele diagnosticar la LMC.
e Fase acelerada: fracaso terapéutico, empeoramiento de la anemia, trombocitopenia

o trombocitosis progresiva, esplenomegalia persistente o que empeora, evolucién



clonal, aumento de los basdfilos de sangre, y aumento de los blastos en médula dsea
o sangre (hasta 19%).
e Fase blastica: acumulacidn de blastos en sitios extramedulares (por ej.: en el hueso,
el sistema nervioso central, los ganglios linfaticos y la piel). Los blastos en sangre o
médula ésea aumentan hasta =2 20% del recuento de células. Induce complicaciones
fulminantes que se asemejan a las de la leucemia aguda, como sepsis y hemorragia.
Algunos pacientes evolucionan directamente de la fase crénica a la blastica.
3. DIAGNOSTICO DE LA LMC
En la mayoria de los casos el diagndstico coincide con la fase crénica de la enfermedad,
incluso muchas veces la LMC se puede diagnosticar en un examen de rutina ya que muchos
pacientes son asintomaticos. Al tratarse de una patologia que evoluciona desde su
establecimiento, tendremos en cuenta los diferentes estadios y como los mismos se ven

reflejados en parametros del laboratorio (tabla 1).

FASE CRONICA FASE ACELERADA
HEMOGRAMA ® Leucocitosis importante. ® Leucocitosis importante
Basofilia y eosinofilia con > 10% de basofilos
® Ligera anemia Anemia marcada
Trombocitopenia marcada
EXTENDIDO DE e Vuelco armédnico de Aumento de blastos y
SANGRE granulocitos, ausencia de hiatus promielocitos pero sin
PERIFERICA leucémico superar el 10%
® Blastos y promielocitos < 10%
e Alteraciones morfoldgicas de
granulocitos (FAL disminuida)
EXTENDIDO DE e Hiperplasia granulocitica Incremento en la
MEDULA OSEA | e Ausencia de hiatus leucémico hiperplasia granulocitica
e indice leucoeritroblastico 10:1 Presencia de fibrosis
e Eritropoyesis disminuida medular
ESTUDIOS e Transcripto del gen BCR/ABL: + Transcripto del gen
MOLECULARES BCR/ABL: +
ESTUDIOS e Cromosoma Phi: + e Nuevas anomalias
CITOGENETICOS citogenéticas
LABORATORIO e Aumento de vitamina B12, LDH, Transcobalamina 1 e histamina

Tabla 1: Resultados de laboratorio asociados a las fases cronicas y aceleradas de la LMC.




4. TRATAMIENTO
El tratamiento de la LMC depende del estadio de la enfermedad. En la fase crénica
asintomatica, los inhibidores de la tirosina quinasa (por ej.: Imatinib, Nilotinib, Dasatinib,
etc.) constituyen la eleccidon terapéutica inicial ya que inhiben la expresién del oncogén
BCR-ABL; no son curativos, pero son extremadamente eficaces. Los inhibidores de la tirosina
quinasa ademas, suelen utilizarse en la fase acelerada o explosiva. Algunos pacientes pueden
ser capaces de permanecer en remision luego de interrumpir los inhibidores de la tirosina
quinasa. La perdurabilidad de estas remisiones todavia no se conoce. La respuesta del
paciente a estos tratamientos se mide al inicio y luego a los 3 meses, 6 meses y 1 afio. La
respuesta puede evaluarse con una prueba molecular (medicién del transcripto BCR-ABL por
una reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real, gqRT-PCR) o una prueba citogenética
(presencia de cromosoma Ph+ o t(9,22) ), pero ambas se recomiendan siempre que sea
posible. Una respuesta molecular mayor se define como la expresién de BCR-ABL en sangre <
1/1000 del valor esperado para la LMC no tratada.
Debido a su relativamente baja toxicidad y a la eficacia de los inhibidores de la tirosina
quinasa, el trasplante de células madre alogénicas se usa selectivamente. El trasplante esta
reservado para pacientes con LMC en fase acelerada o blastica resistente a los inhibidores de
BCR-ABL. El trasplante puede ser curativo.

5. SEGUIMIENTO POST TRATAMIENTO DE LA LMC. Se evalua:

® Respuesta hematoldgica: hemograma cada 2 semanas hasta que se alcanza una

respuesta hematolégica normal o normalizacién del mismo; observaria una
disminucién del conteo de gldbulos blancos y plaquetas con desaparicion de células
inmaduras en sangre periférica

e Respuesta citogenética: recuento < 35% de células con cromosoma Phi+, que indican

evolucidon favorable (en una remisidon completa este porcentaje llega a ser 0).
® Respuesta molecular: se controla la respuesta al tratamiento (como se menciond
anteriormente) hasta alcanzar niveles indetectables del transcripto BCR-ABL
6. PRONOSTICO DE LA LMC
Con el uso de inhibidores de la tirosina quinasa, la supervivencia es > 90% a los 5 afios
después del diagndstico para LMC en fase crénica. Antes de la implementacion de dichos
inhibidores, incluso con tratamiento, entre 5 al 10% de los pacientes tratados moria dentro
de los 2 afios posterior al diagnodstico, y de ahi en adelante, fallecia entre un 10 al 15% cada

afio. La edad media de supervivencia era de 4 a 7 anos. La mayoria (90%) de las muertes
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sobrevenian después de una fase blastica o de la fase acelerada de la enfermedad. La media

de supervivencia después de una crisis blastica era de alrededor de 3 a 6 meses o mas

prolongada si se lograba la remisién.

RESULTADOS

Al no contar con un caso clinico puntual, en este punto se describe el protocolo del recorrido

de muestras oncohematolégicas que se reciben en el laboratorio CIBIC con diagndstico

presuntivo de LMC.

1)

2)

3)

El primer contacto del paciente con el laboratorio se lleva a cabo a través del sector de
toma y recepcion, en donde se realizard la extraccion de sangre para la posterior
determinacién de analitos solicitados por el médico en base a la sospecha diagndstica.
Una vez obtenida la muestra, ya sea mediante extraccion de sangre o remision de
material de médula dsea a cargo del paciente, se acondicionara la muestra en cuestion
para su posterior envio al centro de produccién del laboratorio (CEPIDE).

A continuacion, la muestra se distribuird a las diferentes areas productivas pasando
como primer control a cargo del sector de muestreo y derivacion. Alli, se recepciona un
lote con todas las muestras enviadas, se controla el lote recibido y se procede a la
distribucién al respectivo sector productivo; también se dara ingreso al laboratorio a
todas aquellas muestras que hayan sido remitidas como derivaciones de otros
laboratorios.

Dentro de cada sector productivo el material bioldgico sera analizado segun las
prestaciones requeridas, por lo tanto, el recorrido de cada muestra es Unico. De esta

forma se abarcan los siguiente sectores y estudios correspondientes:

3.a) Produccion bioquimica clinica

e Hemograma completo: se realizara mediante contador hematoldgico recuento de GR,

GB, PQ, reticulocitos y demds parametros hematoldgicos. A su vez, se alertara en
caso de valores fuera de rango, asi como alarmas predeterminadas ante la presencia
de blastos, desvio a la izquierda, etc. En estos ultimos casos, los bioquimicos a cargo
del sector observaran un frotis de sangre periférica para corroborar las alertas.

e Determinacién de analitos de utilidad diagndstica: LDH, vitamina B12,

transcobalamina 1 e histidina.

3.b) Citometria

e Inmunotipificacién de sangre periférica o médula dsea de marcadores de superficie



Tipo de muestra y condiciones pre-analiticas: sangre periférica o médula dsea
anticoagulada con EDTA. El paciente debe mantener al menos 4 horas de ayuno (en el
caso de muestra de sangre periférica) y la muestra debe conservarse de 2-8°C y ser
remitida al andlisis lo antes posible. En caso de tratarse de una muestra de médula
Osea, es considerada como URGENCIA dentro del laboratorio.

Principio y método de andlisis: la citometria permite realizar una evaluacion
cuali-cuantitativa de las diferentes poblaciones celulares (mieloide, monocitica y
eritroide), como asi también en los precursores hematopoyéticos CD34+, detectando
cambios fenotipicos en los patrones de maduracidn y diferenciacidn, pudiendo asi
definir la existencia de un desorden mieloide clonal. Se procedera al marcaje con kits
de anticuerpos monoclonales SMD1, SMD2 y LST de la muestra en cuestion, para su
posterior evaluacion. El marcador SMD1 evidencia la maduracién granulocitica, el
SMD2 la maduracion de monocitos y de la serie eritroide, y el LST analiza los

marcadores de linfocitos T y la maduracién de los linfocitos B.

Resultados esperados: surgen de la interpretacién de los citogramas (FSC vs SSC)
arrojados por los equipos de citometria.

Validacidén: constard de una doble aprobacion, desde la vista técnica o analitica y
desde la clinica.

e \alidacion analitica: mediante el software “Kaluza” se analizardn los
citogramas, controlando la linfosuma de CD3 = CD4 + CD8 (diferencia no
mayor al 10%, CD3 + CD19 + NK = 100% linfocitos.

e \Validacion clinica: se llevara a cabo mediante un andlisis de los valores
obtenidos en el equipo y en base al diagndstico del paciente. Deberadn
coincidir ambos métodos de validacion para que el resultado siga su curso.

3.c) Citogenética
e Determinacién de cariotipo:
Tipo de muestra y condiciones pre-analiticas: sangre periférica o médula dsea
anticoagulada con heparina. No requiere preparacién previa y la muestra debe
conservarse de 2-8°C y ser remitida al analisis lo antes posible.
Principio y método de andlisis: siembra del material remitido en medio de cultivo
RPMI e incubacion con fitohemaglutinina (estimula la linfoproliferacién) y timidina a

37°C durante 48-72hs. Luego se detiene la divisidn celular en metafase (agregado de



colchicina). Se incuban las células en medio hipotdnico. Luego se lavan, se fijan y se
siembran sobre portaobjetos. Las metafases obtenidas son sometidas a un
tratamiento con tripsina y se procede a realizar una tincidn con colorante Wright para
observar los patrones caracteristicos de cada cromosoma en el microscopio. Se
compara contra un estandar de una muestra normal (realizado por el mismo
método). De esta manera el andlisis microscopico de cada metafase permite

identificar cada par cromosdmico y detectar anomalias numéricas y/o estructurales

(Figura 2).
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Figura 2: A) Se observa un cariotipo en metafase normal. B) Se observa un cariotipo en
metafase con presencia de una translocacion 9,22 sefialada con circulos rojos, compatible
con LMC. Imdgenes proporcionadas por Laboratorio Cibic.

Resultados esperados: cada muestra sera analizada en forma independiente por dos
analistas, cada uno de los cuales analizara al menos 10 metafases. En caso de surgir
discrepancias entre los analistas, se podra seguir analizando hasta llegar a 30 o 50
metafases y luego la muestra sera sometida a un analisis grupal por parte del sector
para acordar el informe final. Se dejara constancia fotografica de todas las muestras
analizadas.

Validacidn: La validacidon constard de una doble aprobacion, desde la vista técnica o
analitica y desde la clinica.

Validacidn clinica: se cuenta ademds de la evaluacién microscépica, con los datos
personales del paciente, diagndstico presuntivo, resumen de historia clinica, datos de
analisis de laboratorio o informacién suministrada directamente por el derivante o

médico especialista.



e Hibridacién fluorescente in situ (FISH):
Tipo de muestra y condiciones pre-analiticas: mismas condiciones y muestras que las
requeridas para la determinacidn del cariotipo. No hace falta realizar el cultivo.
Principio y método de analisis: la técnica de FISH (Fluorescence in situ hybridization)
permite el estudio de aberraciones genéticas tanto constitucionales como
oncohematoldgicas que son demasiado pequefias para ser visualizadas por estudios
citogenéticos de rutina (cariotipos) y demasiado grandes para ser detectadas
utilizando secuenciacion estandar, por medio de la hibridacion de sondas
fluorescentes de ADN. En esta metodologia, una vez obtenidos los cromosomas en
metafase, se procede a una incubacién de los mismos con sondas especificas
acopladas con un fluoréforo para un determinado gen o una determinada regién de
los cromosomas.
Resultados esperados: En el caso del cromosoma Philadelphia, una sonda
corresponde a la regién traslocada del cromosoma 9 y la otra a la regién del
cromosoma 22 (genes BCR-ABL). Luego, se observa la presencia de una sefial de
fluorescencia superpuesta de los fluoréforos de ambas sondas (Figura 3). Ademas,
como control e identificacion de un determinado cromosoma se utilizan sondas
adicionales que hibridan en el centrdmero del cromosoma de interés.
Validacion: Se llevara a cabo contando 300 nucleos celulares, en donde se realizara el
recuento de marcadores fluorescentes, y segun valor de corte (cut-off) del proveedor

se determinara si el analisis es positivo o no.

il i

Patron 1 Patron 2

Figura 3: Esquema de los patrones de FISH en la identificacion del cromosoma Filadelfia. La
sonda roja detecta un gen sobre el cromosoma 22 y la sonda verde detecta otro gen sobre el
cromosoma 9. Patrdn 1: nucleo con ausencia de traslocaciones donde se visualizan ambos
pares de sondas separadas con sus respectivos colores. Patron 2: nucleo con translocacion
9;22 positiva que se visualiza como presencia de bandas color amarillo, suma de las dos
sondas en un mismo punto.



3.d) Biologia molecular

e RT-qPCR BCR/ABL:
Tipo de muestra y condiciones pre-analiticas: sangre periférica anticoagulada con EDTA o

citrato de sodio - Médula dsea con EDTA o citrato de sodio. El anticoagulante heparina
constituye una interferencia para el método ya que inhibe la Tag-Polimerasa. El paciente
debe mantener al menos 4 horas de ayuno (en el caso de muestra de sangre periférica) y
la muestra debe conservarse de 2-8°C y ser remitida al analisis lo antes posible, ya que, al
tratarse de deteccién de ARNm, el tiempo transcurrido entre la toma de muestra y el
procesamiento son criticos.

Principio del andlisis: consiste en una retrotranscripcién de un solo paso seguida de PCR

cuantitativa en tiempo real, donde ambas reacciones se llevan a cabo en el mismo tubo
de reaccién. La cuantificacién se alcanza utilizando estandares de calibracion
internacionales con certificacion ERM (European Reference Materials) de ADN plasmidico
doble hebra y realizando un andlisis de regresién lineal. Los cebadores amplifican
especificamente los posibles transcritos p210 y p190. Se utilizan sondas TagMan® unidas a
fluordforos. Los niveles de transcritos de BCR-ABL se miden y reportan en relacién a la
referencia endégena estandar del transcripto ABL.

Resultados esperados: los resultados obtenidos para cada cuantificacion absoluta de los

transcritos BCR-ABL y ABL de las muestras incégnitas se los debe multiplicar por dos ya
gue el plasmido es doble hebra y el umbral de ciclo (Ct) resultante de la PCR estd
aportado por cada una de las hebras del mismo; mientras que las muestras incognitas
cuentan con una sola hebra que aporta al Ct. Los niveles de expresidon relativa de las
distintas muestras deben calcularse estandarizando la cantidad del transcrito BCR-ABL con
la cantidad del gen constitutivo ABL. Para la cuantificacion, se calcula la relacion

(BCR-ABL)/ABLx100], expresandose como porcentaje.

Validacidn: La validacién constard de una doble aprobacion, desde la vista técnica o analitica

y desde la clinica.

e \Validacion analitica: con cada ensayo se adjuntan estdndares que deben adquirir
resultados dentro de rangos establecidos para que se pueda validar la linealidad del
método y el correcto funcionamiento de la técnica. Ademas, seran rechazados
aquellos resultados que por algun motivo (ej. interferencias) arrojen resultados de

ABL < 10.000 copias.



e \alidacion clinica: para aquellas muestras detectables que no cuenten con
antecedentes ni orden médica, se deberad corroborar que el paciente tenga un

diagndstico previo a la emision del resultado.

DISCUSION Y CONCLUSION

El mejor conocimiento de la biologia de la LMC permitié el desarrollo de tratamientos
blanco-moleculares como los inhibidores de quinasas, logrando una ventaja significativa en
la sobreviva de estos pacientes, dada la gran efectividad en la inactivacién de la proteina
oncogénica. La evoluciéon de las técnicas genéticas y moleculares permitié mejorar el
monitoreo de la LMC. La evaluacién de la carga tumoral a través de la cuantificacidon de
transcritos BCR-ABL1, demuestra que estamos en un proceso de constante progreso en el
manejo de esta patologia, resultando en la extensién de la sobrevida de los pacientes. De
esta manera, se generd un cambio en el seguimiento de esta enfermedad, colocando al

laboratorio bioquimico en un lugar clave.

PERSPECTIVAS
Tanto al momento de realizar un diagndstico de LMC como al momento de seguir a un
paciente con dicha anomalia, se recomienda realizar una interpretacion minuciosa de todos
los pardmetros bioquimicos como asi una correcta comunicacion con el médico solicitante
para llegar a un correcto diagndstico o monitorizacion de la patologia.
Al englobarse la LMC en un conjunto de patologia denominadas neoplasias
mieloproliferativas es recomendable, al momento del diagndstico y seguimiento, realizar un
diagndstico diferencial con el resto de patologias dentro de este grupo (policitemia vera,
mielofibrosis primaria y trombocitemia esencial) y también con otras reacciones
leucemoides reactivas no neoplasicas. Para ello, se pueden incluir a los estudios
mencionados anteriormente, una serie de métodos moleculares para evidenciar la presencia
de alguna anomalia genética que sea indicativa de estas otras patologias o de un avance de
la LMC debido a la gran inestabilidad genética. Para este ultimo caso se proponen las
siguientes determinaciones:

e PCRexdn 12 de JAK2.

e PCR de punto final de mutacién JAK2 V61F.

e Calreticulina.
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PRESENTACION:

El presente trabajo consta del abordaje de la enfermedad del dengue, una problematica de
salud publica que muestra un aumento constante de casos en nuestro pais afio tras afio. Esta
virosis afecta a un numero significativo de individuos, especialmente durante los meses de
marzo y abril. Se examinan los resultados de andlisis bioquimicos de rutina realizados en el
laboratorio SILAB a siete pacientes ambulatorios, de distintos géneros y edades
comprendidas entre los 18 y 64 afios, quienes concurren por sospecha de dengue tras la
aparicion de los sintomas de la supuesta infeccidn al estar cursando los primeros dias de la
etapa febril. El propdsito del estudio de esta informacidén es demostrar como, desde nuestra
profesién como bioquimicos, estos procedimientos simples pueden contribuir al diagndstico

del dengue.

MARCO TEORICO:

El dengue es una enfermedad viral transmitida por la picadura de un mosquito del género
Aedes infectado con el virus del dengue. En las Américas, el vector principal responsable de
la trasmisién del dengue y otros Arbovirus es el Aedes aegypti, especie ampliamente

distribuida en todo el territorio.

El virus se clasifica en cuatro serotipos en funcidn de sus diferencias antigénicas y genéticas:

Dengue virus tipo 1 al tipo 4 (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV4).
Caracteristicas de la enfermedad por DENV

El dengue es una enfermedad febril que afecta a lactantes, nifios y adultos. La infeccion
puede ser asintomatica, o cursar con sintomas que van desde una fiebre moderada a una
fiebre alta incapacitante, con dolor de cabeza intenso, dolor retro ocular, dolor muscular y en
las articulaciones, y exantema. La enfermedad puede evolucionar a dengue grave,
caracterizado por shock, dificultad para respirar, sangrado grave y/o complicaciones graves

de los drganos.
No hay antivirales especificos aprobados para tratar el dengue.

Sintomas de infeccion con DENV: fiebre, acompafiada de uno o mas de los siguientes

sintomas: dolor retro ocular, dolor de cabeza, dolores musculares y articulares, nauseas y



vémitos, fatiga o cansancio extremo, aparicion de manchas en la piel y picazén, sangrado de

nariz y encias.

Es importante recordar que la infeccién por un serotipo, seguida por otra infeccién con un
serotipo diferente, aumenta el riesgo de una persona de padecer dengue grave. Los factores
individuales de riesgo pueden determinar también la gravedad de la enfermedad e incluyen
ademas de la infeccidn previa, la edad (menores de 5 y mayores de 65 afios), enfermedades

crénicas (asma bronquial, inmunosupresion, diabetes) y personas gestantes.
Etapas de la enfermedad
a) Etapa febril

Es de duracién variable, 4 a 7 dias; es el periodo de viremia en el cual existe una alta

posibilidad de transmisidn de la enfermedad si la persona es picada por un mosquito vector.

Presentacidn clinica: ademas de fiebre puede existir dolor muscular y articular, cefalea, dolor

retro-orbitario, astenia, exantema predominantemente maculo-papular con o sin prurito
(50% de los casos), discreto dolor abdominal, nduseas, vomitos. En un porcentaje
significativo de pacientes existe diarrea, en general pastosa y de baja frecuencia. En esta

etapa es caracteristica la postracién vinculada a estos sintomas.

Examenes complementarios etapa febril

Hemograma: en general se presenta con leucopenia con linfocitosis relativa vy

trombocitopenia. Es un examen indispensable en todos los casos.
Hepatograma: puede ocurrir un incremento de transaminasas.

Proteina C reactiva (PCR) no elevada o en valores bajos, el aumento muy marcado de la PCR

orienta a un diagndstico diferencial de infeccién bacteriana.

Una caracteristica distintiva de esta infeccién, crucial en el manejo clinico, es que en el
periodo durante el cual se produce la caida de la fiebre y hasta 48 horas después es el
momento en que con mayor frecuencia los pacientes pueden presentar complicaciones, ya
gue la extravasaciéon de plasma se hace mas intensa y es capaz de conducir al shock por

dengue.



El empeoramiento es precedido por uno o mas signos clinicos de alarma: dolor abdominal
intenso y sostenido, vOmitos persistentes, derrame seroso (en peritoneo, pleura o
pericardio), hipotensién postural o lipotimia, sangrado de mucosas, cambio en el estado
mental del paciente: somnolencia o irritabilidad, hepatomegalia (> 2 cm), incremento brusco
del hematocrito concomitante con rdpida disminucidon del recuento de plaquetas (signo

tardio).

Luego de la etapa aguda la mayoria de los pacientes mejoraran, mientras que algunos de

ellos pasaran a una etapa critica sintomatica.

b) Etapa critica: es donde se produce la extravasacién de plasma que puede llevar al shock

hipovolémico.

Presentacidn clinica: generalmente el shock es de rdpida instalacidn y corta duraciéon (horas),

pudiendo llevar a la muerte del paciente en un lapso de 24 a 48 horas o a una recuperacion

rapida con la terapia apropiada.

Sin embargo, también puede ser prolongado o recurrente. En estos casos la hipoperfusién
mantenida llevara a la disfuncién multiorganica, con acidosis metabdlica y coagulacién
intravascular diseminada que puede determinar hemorragias graves o masivas que

empeoren el shock.
Sin diagndstico precoz y tratamiento dptimo esta etapa puede tener una alta mortalidad.

El aumento del hematocrito, segin algunos expertos, no es un signo precoz, por lo que no

debe esperarse para iniciar la reposicion hidroelectrolitica.

Examenes complementarios en |la etapa critica

El hematocrito y el recuento de plaquetas son los examenes de laboratorio clinico
indispensables. Debido a la extravasacidon de plasma el hematocrito sube; es un método
confiable para el monitoreo de la fuga de plasma. Cociente hematocrito/hemoglobina: >3,5

indica extravasacion.

El resto de los exdamenes complementarios deben realizarse de acuerdo al cuadro clinico del
paciente: coagulograma, proteinas totales, albumina, ionograma, gasometria, urea,

creatinina y transaminasas.



Los estudios por imdagenes (radiografia de toérax, ecografia), son utiles para evaluar la
presencia de liquido libre en la cavidad abdominal o en las serosas (pericardio, pleura), antes

de que sean clinicamente evidentes.

Se debe vigilar la presién arterial diferencial de 20 mm Hg o menos, ya que constituye un
indicador inicial de la evolucién a shock junto con los signos de inestabilidad hemodinamica

tales como taquicardia, frialdad y enlentecimiento del llenado capilar.

Las plaquetas pueden descender progresivamente desde la etapa febril, pero este descenso
se hace mas intenso en la etapa critica. No se ha demostrado que, en el dengue, exista una
estricta correlacion entre la trombocitopenia y el sangrado. No obstante, esta disminucién
progresiva de las plaquetas constituye una indicacion para un control repetido y estricto del
paciente, porque puede ser un marcador de progresion de enfermedad. Cuando las

plaguetas comienzan a elevarse, indican que el paciente ha iniciado su mejoria.

c) Etapa de recuperacion: En la etapa de recuperacidon generalmente se hace evidente la
mejoria del paciente pero, en ocasiones, existe un estado de sobrecarga de volumen, asi
como alguna infeccién bacteriana agregada. En esta etapa es importante vigilar sobre todo a
aquellos pacientes que tengan dificultades en el manejo de los liquidos (insuficiencia renal

crénica, insuficiencia cardiaca, pacientes ancianos).
Fisiopatologia

Cuando el virus es introducido en la piel, la primera célula diana es la célula dendritica
presente en la epidermis, principalmente las células de Langerhans, que se activan y
presentan el virus al linfocito T. De igual manera, los virus que invadieron la sangre son
identificados por los monocitos y células endoteliales, que también cumplen la funcién
presentadora. Los primeros linfocitos en activarse son los CD4 y posteriormente los CD8, con
liberacidon de citoquinas. La respuesta inmunoldgica del huésped puede ser protectora (y
conducir a la curacién) o patogénica expresada por una “desregulacion” que se caracteriza
por una produccién excesiva de citoquinas, asi como cambio de la respuesta tipo TH1 a TH2 e
inversion del indice CD4 / CDS8. El derrame excesivo de citoquinas produce un aumento de la
permeabilidad vascular que se traduce en una extravasacién de plasma, que es la alteracién
fisiopatoldgica fundamental del dengue, mediante la cual se escapa agua y proteinas hacia el

espacio extravascular y se produce la hemoconcentracién y — a veces — shock hipovolémico.



La infeccion viral induce apoptosis de linfocitos T en los primeros dias de la infeccidon que de
acuerdo a su intensidad puede influir favorablemente en la desaparicidon del virus o puede
provocar la lisis de grandes cantidades de esas células y disminuir transitoriamente la
competencia inmunoldgica del paciente, asi como provocar dafios en otras células y tejidos
del huésped, tales como los endotelios, hepatocitos, miocardiocitos, neuronas, células
tubulares renales, y otras, lo cual podria explicar la afectacién de muchos érganos durante
esta infeccion. La trombocitopenia se produce por destruccion de plaquetas en sangre
periférica por un mecanismo inmuno-mediado. Los sangramientos durante el dengue no
estan en relacion directa con la intensidad de la trombocitopenia, pues se producen por un
conjunto de factores. Las causas de los sangramientos en el dengue son multiples incluidas
las vasculares y algunas alteraciones de la coagulacidon por accidon cruzada de algunos
anticuerpos antivirales contra el plasmindgeno y otras proteinas, asi como un desbalance

entre los mecanismos de la coagulacion y los de la fibrinolisis.
Diagndstico especifico

El diagndstico por laboratorio de una infeccion por dengue puede realizarse por métodos
directos (deteccion de antigeno NS1, deteccidén de genoma viral por técnicas moleculares y/o
aislamiento viral) y métodos indirectos (deteccidon de anticuerpos IgM y/ 1gG) dependiendo
de los dias de evolucidn del cuadro clinico que tiene el paciente al momento de presentarse
a la consulta. Es importante conocer el dia 1 del inicio de los sintomas, determinado

principalmente por la aparicion de fiebre, ala hora de realizar la toma de muestra.
Criterios de seleccion del método diagndstico

Si la muestra es obtenida entre los 0 a 3 DIAS de evolucién desde el inicio de la fiebre
estudiar por métodos directos (NS1, PCR, Aislamiento viral). Si la muestra es obtenida entre
los 4 a 6 DIAS de evolucién desde el inicio de la fiebre combinar un método indirecto (IgM) y
al menos uno directo (NS1, PCR, Aislamiento viral). Si la muestra es obtenida con 7 o MAS
DIAS de evolucién desde el inicio de la fiebre estudiar por métodos indirectos (IgM/IgG,

Neutralizacion con Panel de Flavivirus).



RESULTADOS:

Andlisis de Paciente | Paciente | Paciente | Paciente | Paciente | Paciente | Paciente | Valores
Laboratorio 1 2 3 4 5 6 7 de
referencia

;/e;“a‘°c"t° 39,9 41,9 41,4 34,5 43,9 38,8 40 35-50
()
Hemoglobina

13,3 14,3 14,2 12,8 14,7 13,3 14,3 11-16
(g/dL)
Globulos 5.040.000 | 4.870.000 | 4.460.000 | 3.840.000 (5.060.000 |4.620.000 (4.420.000 | 3-700.000-
Rojos /mm3 .500.
Globulos 5.000-
Blancos/mm3 2.190 1.370 3.880 1.800 1.950 3.020 2.200 9.000
% Ns 26 43 72 48 32 27 41 55-65
%L 57 41 15 39 55 57 49 25-35
ALLTED 88.000 | 113.000 | 116.000 | 121.000 | 86.000 | 73.000 | 113.000 | 1°0-000-
/mm3 400.000
GOT (U/L) 72 42 21 34 54 93 151 5-34
GPT (U/L) 62 18 17 25 39 41 111 1-55
Uremia - 25 - - 35 24 - 10-40
(mg/dL)
Creatininemia _ 0,76 - . _ - - 07-12
(mg/dL)
Antigeno NS1 B = positivo | positivo positivo | positivo positivo -
Anticuerpo positivo - = . . . . .
IigM
RT-PCR . positivo - - - - - -

Tabla 1. Resultados de laboratorio de los pacientes de SILAB.

DISCUSION y CONCLUSIONES:

El dengue en cuanto al laboratorio clinico, se caracteriza por producir leucopenia vy

plaguetopenia marcadas, que pueden ser observadas en los primeros dias de evolucidn de la

enfermedad acompanando al estado febril. Como se puede ver en la tabla 1, los siete

pacientes en estudio presentan esta disminucién caracteristica de los gldbulos blancos con

valores por debajo del limite inferior normal. A su vez esta leucopenia es acompafiada por

una linfocitosis relativa, propia de una infeccidn viral en la cual desciende el porcentaje de

neutrdfilos segmentados y aumenta el de los linfocitos.




La trombocitopenia en esta enfermedad no es debida a un déficit de produccién de
trombocitos sino a la destrucciéon periférica, por un mecanismo inmunomediado
(anticuerpos antivirales con reaccion cruzada contra las plaquetas). Respecto a este
pardmetro, los pacientes analizados presentan un descenso moderado de plaquetas de
caracter transitorio, que puede pronunciarse mas en caso de que la enfermedad evolucione
desfavorablemente hacia la etapa critica o que puede mejorar de manera espontadnea y

paulatina, después de un breve periodo transcurrido el inicio de la enfermedad.

El virus dengue puede ocasionar injuria y elevacion de enzimas hepaticas similar a como se
observa en pacientes con hepatitis virales convencionales. Este daifio hepatico puede ser
causado por accién directa del virus al atacar a distintas células y tejidos, como por ejemplo a
los hepatocitos, o puede deberse a la activacion de la respuesta inmune frente a este
patégeno que induce un incremento en la produccién de citoquinas con una concomitante
respuesta inflamatoria. La hepatomegalia constituye un signo de alarma para el desarrollo de
dengue grave. Habitualmente la enfermedad cursa con elevacion de las enzimas hepaticas
GOT (presente en hepatocitos y también en las células de los musculos y del corazén) y GPT
(encontrada casi solamente dentro de las células del higado), siendo la primera la mas
inespecifica y a su vez la que suele verse mdas aumentada en el dengue. Analizando los
valores obtenidos de dichas enzimas en los pacientes en estudio, puede observarse que en
cinco de ellos hay un incremento en la GOT, mientras que la GPT solo se ve elevada en dos de

los mismos.

Otro pardmetro importante de rutina es el hematocrito, el cual es necesario medir
periddicamente en individuos que cursan con dengue para evaluar si se produce
hemoconcentracién por pérdida de plasma, mas que nada en la etapa en la cual desciende la
fiebre porque es donde pueden producirse las complicaciones de la enfermedad, llegando
esta a su etapa critica. El hematocrito en los sujetos estudiados tiene valores dentro de los
rangos normales, ya que estos pacientes ambulatorios solamente pasaron por la etapa febril

de la enfermedad evolucionando favorablemente una vez que mejoraron los sintomas.

Valores de hemoglobina, glébulos rojos y parametros como la uremia y la creatininemia que

evaludan la funcién renal no se ven alterados.



Los distintos pacientes estudiados en este trabajo ademds de realizarse analisis de
laboratorio basicos para evaluar el estado de salud en general, confirman estar cursando la
enfermedad con métodos de diagndstico especificos para dengue. Dentro de estas
metodologias, seis de los siete pacientes presentan resultados positivos para métodos
directos, basados en el aislamiento del virus o busqueda del genoma viral (RNA), como son la
RT-PCR y la deteccion del antigeno viral NS1 mediante test inmunocromatografico; estos se
utilizan dentro de los primeros dias de evolucion de la enfermedad desde el comienzo de la
fiebre. Tan solo uno de los siete individuos analizados confirma la enfermedad mediante un
método indirecto, que detecta los anticuerpos circulantes totales, 1gG o IgM especificos. Esto
puede deberse a que ya habian transcurrido mas de siete dias del inicio de los sintomas al

momento de la toma de la muestra, por lo que se recurre a un método indirecto.

Segun lo observado en los valores de laboratorio obtenidos de los casos sospechosos de
dengue, que fueron confirmados con métodos especificos, los pacientes presentan una
clinica compatible con Ila enfermedad que se acompafia de una leucopenia vy
trombocitopenia marcadas, sumado también a valores alterados de las transaminasas. Se
puede concluir entonces, que estos analisis clinicos de rutina son de gran ayuda a la hora de
evaluar un posible caso de dengue para poder orientar al diagnostico, y diferenciarlo asi, de

otros Sindromes Febriles Agudos Inespecificos.

PERSPECTIVAS

A modo de informacién adicional, se puede mencionar la existencia de una vacuna contra el
dengue. La nueva vacuna Qdenga, comenzo recientemente a aplicarse en la Argentina para
todas las personas mayores de cuatro afios, hayan cursado o no previamente la enfermedad.
Sin embargo, su uso solo se recomienda para el grupo de edad de 6 a 16 aios en entornos de
alta transmision. Por tratarse de una vacuna a virus vivo atenuado, esta contraindicada en:
embarazadas o mujeres en periodo de lactancia, personas que utilizan medicamentos que
afectan al sistema inmunitario (como corticoesteroides en dosis altas, quimioterapia),
personas con un sistema inmunitario débil (puede deberse a un defecto genético o a una

infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana — VIH).



La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
aprobo la seguridad de la vacuna Qdenga en abril de 2023, pero la misma vacuna continuda
siendo sometida a estudios para establecer su efectividad segun el rango etario y regiones
endémicas. El objetivo es recolectar la evidencia suficiente, junto a la Comisién Nacional de
Inmunizaciones y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), que permita determinar

un programa de inmunizacién focalizada y por rango etario, que sea seguro y efectivo.

Dado que se ha incrementado progresivamente el nimero de casos de dengue con el correr
de los afnos, y que esta enfermedad ya no sélo se limita a la época veraniega donde se
alcanzan las temperaturas mas elevadas sino que, la aparicion de casos persiste incluso en
los meses mas frios, seria importante poder contar con una vacuna efectiva, que tenga
alcance a la mayor parte de la poblacidén y que ayude a disminuir la cantidad de pacientes
con dengue, y sobre todo de los que presentan dengue grave. Esta podria ser una buena
herramienta para ayudar a reducir los gastos en salud publica destinados a esta
problematica, y para alivianar la saturacidn del sistema de salud frente a la gran cantidad de

pacientes que concurren actualmente por esta enfermedad.
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Presentacion

La estructura organizacional de una empresa se define como la forma en que se distribuyen las
funciones y responsabilidades que debe cumplir cada miembro que forma parte de una empresa
para alcanzar los objetivos propuestos.

Laboratorios TURNER es una unidad operativa para la realizacién de Andlisis Clinicos de alta y baja
complejidad que abarca tanto las determinaciones de pacientes ambulatorios, asi como en
muestras remitidas desde otros laboratorios.

El laboratorio se orientd, desde su fundacidn en 1964, hacia la endocrinologia. Esta especialidad
fue ejercida por sus fundadores, Diego Turner y Elda Arimany, desde el afio 1953, siendo en esta
linea el primer laboratorio del interior del pais en desarrollar el radioinmunoensayo.

Esta relacion temprana con la complejidad bioquimica, formd la conciencia de la Calidad, de la
innovacion y de la importancia de extremar las condiciones del ensayo, las cuales generaron
conductas y criterios que impactaron en nuestra labor.

Con un alto grado de automatizacién y en el camino de la mejora continua, podemos sentir que
ofrecemos nuestro laboratorio brindando un servicio con alta tecnologia a cada uno de nuestros
pacientes y colegas.

El objetivo es ofrecer un servicio agil y eficiente, con un equipamiento de ultima generacion, con
personal de alta idoneidad, ejerciendo la bioquimica de manera que nos dé, no solamente la
satisfaccion de hacer lo que nos gusta, sino sobre todo el placer de brindar un servicio con alta

calidad humana.

Objetivos
e Describir la estructura organizacional de Laboratorios Turner, asignado para realizar la
Practica Profesional Obligatoria de la Carrera Bioquimica
e Visualizar el circuito que realiza una orden presentada por un paciente que ingresa al

laboratorio.



El organigrama de la institucidén esta formado por:
e Direccion General
e Direccidon Administrativa
e Direccion de Produccion
e Gestidn de la Calidad
e Recursos Humanos
e Administracién y Finanzas
e Sistemas e infraestructura
A su vez, la Direccidn de Produccién esta formada por 3 areas:
e Area Pre Analitica
e Area Analitica

e Area Post Analitica

Area Preanalitica

Atencion al Cliente es el primer punto de contacto para los pacientes en el establecimiento, asi
como el lugar donde se reciben muestras de otras sedes de Laboratorios Turner, y derivaciones
de muestras de colegas.

Cuando un paciente llega al laboratorio, se presenta en Atencion al Cliente. Si su visita es para
realizarse analisis, en general, ya recibié previamente las indicaciones necesarias sobre ayuno o
recoleccidon de muestras para garantizar una toma éptima. En esta etapa, se registran sus datosy
se le invita a esperar hasta ser llamado por su nombre al box, que se encuentra contiguo a la
recepcion.

Box de extraccion

Los extraccionistas reciben la orden del paciente desde recepcién, verifican el correcto ingreso de
la orden y preparan los materiales necesarios para la extraccion, tales como jeringas, agujas,
hisopos, y tubos con los anticoagulantes requeridos. Se imprimen etiquetas con el cédigo de
barras, el nombre del paciente, el nimero de orden asignado por el laboratorio y el tipo de

muestra, para clasificar correctamente cada recolector.



Cuando todo esta listo, el paciente es llamado y se le corroboran nuevamente sus datos para
evitar confusiones. Ademas, se le pregunta sobre su medicacién actual, el motivo de la consulta
médica, si ha cumplido con el ayuno correctamente, y si ha recolectado la muestra segun las
indicaciones recibidas. Tras la recoleccidn de esta informacién, se procede a la toma de la muestra
y/o a la recepcion de la misma, en caso de que se trate de muestras como orina, material fecal,
esputo, etc.

Plazo de entrega de resultados: el sistema establece un plazo de entrega de los resultados de los

analisis por correo electrénico, conocido como "fecha de promesa". Este plazo se calcula
basandose en el examen que requiera mas tiempo para su procesamiento. Si el paciente necesita
algunos resultados con mayor urgencia, estos pueden ser divididos y enviados tan pronto como
estén listos.

Distribucion

Una vez recolectadas las muestras, son llevadas a la seccion de distribucion junto con las
derivaciones de colegas, donde se verifica nuevamente la informacién. Se colocan las orinas en
conservadoras con refrigerantes, las muestras de microbiologia en gradillas del sector y se
distribuye el resto de las muestras segun su clasificacion en gradillas especificas para cada seccién.
En el caso de muestras urgentes, se notifica al Area Analitica pintando la tapa de las muestras de
color negro, lo cual se aplica especialmente para pacientes oncolédgicos o aquellos que requieren
resultados en un menor plazo.

Las gradillas y conservadoras se colocan en un montacargas y se envian al segundo piso, donde

se encuentra el Area Analitica, completando asi la cadena del Area Preanalitica.

Area Analitica

Una vez en el drea de analitica las muestras se distribuyen a las secciones correspondientes. Si
una muestra debe pasar por mas de una seccion, se sigue un orden preestablecido. Por ejemplo,
en el caso de las muestras de suero o sangre con gel separador, el proceso comienza con las
determinaciones completamente automatizadas y posteriormente se distribuye en las areas no

automatizadas. Antes de iniciar el analisis, tanto los bioquimicos como los técnicos revisan el



sistema Datatech para verificar si hay alguna consideracién especifica sobre el paciente que

deban tener en cuenta.

Equipamiento

v

Analizadores Atellica® (Siemens), el laboratorio cuenta con 2 analizadores Atellica los

cuales integran mdédulos analizadores de inmunoensayo y quimica clinica

ADVIA CENTAUR XP (Siemens), Sistema automatico de inmunoensayo. Tecnologia del
ensayo: quimioluminiscencia directa

ADVIA 2120i (Siemens). Analizador de Hematologia automatizado, con la capacidad de
medir 31 parametros. Principio de Medicidn: Rayo laser / Absorcion de Luz.

Sysmex® CA600 (Siemens): autoanalizador de coagulacién basados en reacciones
colorimétricas.

VES MATIC. Eritrosedimentacion Automatizada. Método Westergren.

BN ProSpec® (Siemens). Utiliza tecnologia nefelométrica para la determinacién de
proteinas plasmaticas.

Interlab G26. El G26 es un sistema de electroforesis en gel de agarosa automatizado.
Todas las fases de la electroforesis desde la aplicacion de la muestra hasta la lectura del
gel sin la intervencion del operador.

Cliniteck Novus: Analizador de orinas que combina la tecnologia quimica de orina en
almohadilla seca y un formato de prueba de cassette.

IRIS 1Q 200 Select. Autoanalizador de sedimentos urinarios. Genera tiempos de respuesta
mas breves con resultados estandarizados. Al aprovechar la tecnologia patentada Digital
Flow Morphology con el software Auto-Particle Recognition (APR), las particulas de la
orina se aislan, identifican y caracterizan en pantalla, para practicamente suprimir la
necesidad de microscopia manual

HPLC variant Il Turbo Il Equipo para analisis de Hemoglobinas es un sistema
completamente automatizado de Cromatografia Liquida de Alto Desempeiio (HPLC) por

intercambio idnico



v" Analizador de inmunofluorescencia Ipro.(BioSystems). Automatizacion al proceso de
inmunofluorescencia: para el diagndstico de enfermedades autoinmunes en un proceso
totalmente estandarizado.

v' Sistema de inmunoensayo Inmulite (Siemens). Sistema de inmunoensayo de acceso
aleatorio con tecnologia de inmunoensayo de quimioluminiscencia amplificada por
enzimas (CLIA)

v CHORUS TRIO. Analizador multiparamétrico de prueba Unica, metodologia ELISA
automatizado, para ensayos autoinmunes e infecciosos.

v BIOFLASH. Analizador de quimioluminiscencia completamente automatizado y de acceso
aleatorio para determinaciones de autoinmunidad.

v" BD FACSCanto Il. Citdmetro de flujo para analisis celular en inmunologia y hematologia.

De forma no automatizada se procesan las muestras microbioldgicas (bacteriologia, micologia,
parasitologia), algunas determinaciones de serologia, espermogramas, orinas para recuento en
camara), toxicologia (analisis de drogas en orina), inmunohematologia (grupo sanguineo,
aloanticuerpos, autoanticuerpos)

Cada equipo, al finalizar su tarea, transmite desde Central Link los resultados al sistema de gestion
NextLab. Una vez completada la cadena de andlisis en cada seccion, los bioquimicos a cargo
validan los resultados a través de este sistema, teniendo en cuenta factores como el rango etario,
sexo, raza y los antecedentes del paciente, para asegurar la coherencia con los resultados
obtenidos recientemente.

Una vez completado el andlisis, las muestras se conservan en camaras de refrigeracién durante
un periodo de cuatro dias. Esto se realiza con el objetivo de permitir la repeticién del andlisis en
caso de ser necesario o para esperar posibles solicitudes adicionales de pruebas, por parte del
paciente, que no habian sido previamente autorizadas por las obras sociales, denominadas

agregados, que puedan surgir después del inicio del procesamiento.



Area PostAnalitica

Después de la validacion del bioquimico a cargo de la seccidén, los resultados son verificados por
el Area Postanalitica. En esta fase, se realiza una mirada integral de los resultados del paciente,
considerando todas las secciones por las que paso. Esto se hace con el objetivo de realizar una
validacién definitiva y garantizar la precisién y fiabilidad de los datos.

Ademads de contar con un equipamiento avanzado, el laboratorio dispone de un algoritmo de
trabajo que permite la autovalidacién de ciertos resultados, agilizando el proceso y asegurando

la calidad del andlisis de manera eficiente.

Gestion de la Calidad

El area de Gestion de la Calidad tiene como objetivo de garantizar los estandares de calidad por
nosotros establecidos y cumpliendo con los requisitos de la Norma ISO 9001:2015.

Politica de la Calidad

Laboratorios TURNER establece su Politica de la Calidad como medio para conducirse hacia la
mejora continua de sus procesos estratégicos, centrales y de soporte, desarrollando su sistema
de Gestion de la Calidad

Certificaciones

Laboratorios TURNER cuenta con certificaciones reconocidas y estandares de calidad que

respaldan la calidad de servicio.

Control de Calidad
Desde el area Control de Calidad asegura la validez de los resultados a través del procesamiento
de controles de calidad internos y participacidn en programas de evaluacion externa de calidad
tanto nacionales como internacionales.
Programas de Control de Calidad Externo
Participa en diversos programas de control de calidad externo, tanto a nivel nacional como
internacional, que incluyen:

e ProgBA — CEMIC. Programa Internacional Buenos Aires de Aseguramiento Externo de

Calidad en Analisis Clinicos — Centro de Educacion Médica e Investigaciones Clinicas.



PEEC. Programa de Evaluacion Externa de Calidad — Fundacidn Bioquimica Argentina
(FBA).

Programa Nacional de Control de Calidad en Bacteriologia. Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran®.

Control de Calidad Externo de Subpoblaciones Linfocitarias por Citometria de flujo —Grupo
Rioplatense de Citometria de Flujo.

Control de Calidad Externo para el diagndstico serolégico de Enfermedad de Chagas — INP
Dr. Mario Fatala Chaben.

Control de Calidad Externo para diagndstico serolégico de Sifilis — Ministerio de Salud de
la Provincia de Coérdoba.

Control de Calidad Externo para ensayos serolégicos de deteccion de AC antiHIV —
Ministerio de Salud de la Provincia de Cérdoba.

CDC Newborn Screening.

Procesamiento de una muestra real elegida en la institucidn para describir su trayecto

Paciente de sexo femenino 53 afos, ingresa al laboratorio el dia 11 de junio a las 8:30 hs. con un

ayuno previo de 8 horas y una cena liviana. Se presenta con Atencidn al cliente, quien toma sus

datos y la invitan a esperar ser llamada por su nombre al box.

La orden medica de la paciente solicita las siguientes determinaciones:

Curva de 75 gr sobrecarga glucosa. Glicemia 60 min. Glicemia 120 min.

Insulina 75 g sobrecarga. Insulina 60 minutos. Insulina 120 minutos. HOMA indice
Colinesterasa, Uremia

Hemograma completo. Recuento de plaquetas. VES

Grupo sanguineo ABO, Rh(D)

TP, KPTT

Examen flujo vaginal.

Cultivo bacteriano, ATB. Micolégico directo. Identificacién. Cultivo Mycoplasma,
Ureaplasma

Clamydia Trachomatis Ag, Micoplasma TY H



- VDRL cuantitativa, HIV, Toxoplasma (IgG e IgM), Hepatitis B (antigeno de superficie),
Hepatitis C (IgG), Rubeola (IgG e IgM), Citomegalovirus (1gG e IgM)

- TSH-tirotrofina, T4, T4 libre, ATG, T3, ATPO.
Materiales necesarios:
Para la extraccion de sangre, se emplearan tubos de vacutainer con diversos anticoagulantes:

- Tubos con fluoruro, EDTA, gel separador, heparina y citrato
Se utilizaran hisopos y tubos de recoleccién para obtener muestras de flujo vaginal y realizar
hisopados de endocérvix.
Uno de los extraccionistas, toma su orden y de acuerdo a las determinaciones solicitadas, prepara
los materiales, revisa que la orden de la paciente este bien cargada en sistema, imprime las
etiquetas con el cédigo de barra correspondiente y las coloca en los recolectores y llama a la
paciente, que, una vez que se encuentra en el box es consultada por el ayuno, los medicamentos
gue estd tomando y el motivo de consulta al médico. Ademas, se le consulta si su correo
electrdénico esta correcto, debido a que es el unico medio por donde va a recibir los resultados
una vez finalizados, su nimero de teléfono, su nombre completo, etc.
Inicialmente, se le solicita a la paciente que se prepare para la toma de muestra de flujo vaginal
e hisopado de endocérvix.
En segunda instancia, se procede a pedirle que descubra el brazo para la extraccién de sangre. Se
procede a la extracciéon siguiendo un orden preestablecido para el llenado de los tubos: primero
con citrato, luego con gel separador, seguido por heparina y finalmente con EDTA. Una vez
finalizada la recoleccion de muestras, se le aconseja a la paciente que presione firmemente el
algoddn en la zona de la puncién durante unos minutos. Ademads, se le aconseja evitar hacer
fuerza con ese brazo durante al menos dos horas.
Para esta paciente en particular, se requiere la medicién de insulina y glicemia en intervalos de 0,
60 y 120 minutos. Por lo tanto, se le solicita permanecer en el laboratorio y, respetando estos
tiempos, se toman las muestras en tubos con fluoruro como anticoagulante. Estas muestras son
enviadas a distribucién, y luego al Area Analitica.
Ya en el area analitica se distribuyen sus muestras, el tubo con EDTA va al contador hematolégico

donde se medira hemograma completo y recuento de plaquetas. Luego va a VES matic donde se



mide la velocidad de eritrosedimentacién. Finalizado este proceso, el tubo con la muestra pasa a
la seccion de inmunohematologia, donde se investiga el grupo sanguineo de la paciente, la
metodologia elegida es aglutinacidn en columna de gel, realizada mediante tarjetas comerciales.
La muestra de citrato entra a CA600 con el objetivo de medir tiempo de protrombina y KPTT. La
muestra con gel separador entra en Atelica, junto con las muestras con fluoruro y plasma con
heparina. El suero entra en Atelica donde se va a procesar Colinesterasa, Uremia en el médulo de
Quimica. En Atelica Inmuno va a procesar TSH- tirotrofina, T4, T4 libre, T3.

El plasma con heparina se utiliza con el objetivo del calculo del indice HOMA, debido a que en el
equipo se va a medir insulina y glicemia con dicho anticoagulante y luego se procede a hacer
calculos que miden la resistencia a insulina y la funcién de las células beta del pancreas.

La muestra con gel separador o suero aislado, al salir de Atelica, pasa por Centaur en donde se
analizard HIV, Toxoplasma IgG e IgM, Hepatitis B antigeno de superficie, Rubeola IgG e IgM,
Hepatitis C 1gG, Sifilis, debido a que se pide como control pre quirudrgico.

Finalizado este estudio, entran en Inmulite donde analiza ATPO, Citomegalovirus IgG e IgM para
gue posteriormente esté disponible para hacer actividades no automaticas como la VDRL en la
seccion de Serologia.

Los resultados se validan mediante NextLab y se guardan las muestras en cdmara de refrigeraciéon
durante 4 dias.

Mientras tanto, la muestra de flujo vaginal se va a la secciéon de Microbiologia donde al flujo
vaginal se lo va a sembrar en Agar Sangre, en placa de Sabourand glucosa, una coloracién Gram
en portaobjetos y un examen directo en fresco al microscopio.

El hisopado de endocervix va a la seccidn de Biologia molecular donde se analiza Micoplasma Ty
Hy Clamydia Trachomatis Ag donde se analiza mediante la técnica de real time PCR.

Es importante mencionar que, al inicio de cada jornada en el Area analitica, hasta la llegada de
las muestras a las 10:30hs., se realiza una calibracién de los equipos mediante controles de los
diferentes analitos. En base a los resultados obtenidos y siguiendo los estdndares del programa
de gestidén de calidad, el equipo técnico y la seccidon de control toman decisiones para asegurar la
calidad de los resultados. Estas decisiones pueden implicar el uso de calibradores especificos para

cada analito. Las muestras solo se procesan una vez que los controles confirman que los equipos



estan funcionando dentro de los rangos esperados, garantizando asi que cualquier desviacion en
los valores obtenidos no sea debido a una influencia incorrecta de los equipos.

Una vez que ha pasado por todas las secciones, el area de Post Analitica realiza una mirada
integral de los resultados. Los mismos se envian via mail, destacando asi la importancia del control
de los datos personales que se llevan a cabo en toda el Area Pre analitica.

De este modo, los resultados se entregan al paciente con la seguridad de que todos los pasos del
proceso han sido controlados, y permaneciendo atentos a cualquier comunicacién del médico

gue solicitd los andlisis para aclarar cualquier duda que pueda surgir.
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PRESENTACION

El presente trabajo final surge de la experiencia generada a partir de las Practicas
Profesionales de la carrera de Bioquimica, en el marco de las rotaciones realizadas dentro de
las distintas dependencias del laboratorio CIBIC. Desarrollaremos el rol del profesional
bioquimico en el diagndstico y seguimiento de la Fibrosis Quistica (FQ), asi como también el
andlisis de las posibles complicaciones que esta patologia puede conllevar. Con este fin,
tomaremos como guia central el algoritmo diagndstico utilizado, con una marcada
orientacién hacia las técnicas utilizadas por el efector. De esta manera esperamos poder
hacer una puesta en comun de los conocimientos adquiridos en el transcurso del pasaje por

las distintas areas implicadas en la tematica elegida.

MARCO TEORICO

La FQ es una enfermedad sistémica causada por la mutacion de un gen localizado en el brazo
largo del cromosoma 7, la cual codifica una proteina llamada Regulador de Conductancia
Transmembrana de la Fibrosis Quistica (CFTR). Presenta un patron de herencia autosdmica
recesiva y su incidencia es de 1:3200 nacidos vivos. La proteina CTRF se expresa en la
membrana apical de los epitelios secretores (pulmén, pancreas, intestino, glandulas
sudoriparas, conductos biliares y conductos deferentes) y actia como un transportador de
cloro. Su funcionamiento defectuoso se traduce en una dificultad para transportar el cloro
fuera de la célula acumuldndose en el espacio intracelular. Esto genera una absorcidon
exacerbada de sodio para mantener la electroneutralidad y, por lo tanto, arrastre de agua. En
consecuencia se produce un espesamiento de las secreciones de los epitelios
comprometidos, con funcionamiento alterado de los cilios pulmonares y dafio en los érganos

afectados.

En la actualidad se describen 6 clases de mutaciones del CFTR:

1- Defectos en la sintesis del CFTR: debido a mutaciones que resultan en la pérdida total o
parcial de la produccién de la proteina funcional, puede deberse a un codén de término
prematuro, desplazamiento del marco de lectura, deleciones del gen CFTR.

2- Defectos en el procesamiento: se genera una proteina mal plegada y esto causa la

retencion en el reticulo endopldsmico y la subsiguiente degradacion.



3- Defectos en la regulacién del canal: debido a mutaciones sin sentido, la proteina se
produce, se inserta en la membrana pero es resistente a la activacién y permanece cerrada.
4- Defectos en la conduccidon: debido a mutaciones sin sentido que disminuye Ia
conductancia con la consecuente alteracion en el transporte de iones.

5- Defecto parcial en la produccién o en el procesamiento: debido a alteraciones en el
empalme mRNA o cambios puntuales en la regidon promotora del gen, causando reduccién
en el numero total de CFTR.

6- Disminucién de la estabilidad proteica: ciertas mutaciones reducen la estabilidad del CFTR
en la membrana plasmatica, al aumentar su endocitosis o al reducir su retorno a la superficie

celular.

Clinica
En relacion a la clinica de los pacientes con FQ, dada su naturaleza sistémica, puede
presentarse de las siguientes formas:

e Manifestaciones pulmonares: el funcionamiento deficiente de CFTR provoca la
produccidn de secreciones espesas, deterioro del aclaramiento mucociliar, afectaciéon
de la viscosidad del moco y acidificacién de las vias respiratorias. Todo esto resulta en
inflamacién e infecciones recurrentes y crdénicas, con una pérdida progresiva de la
funcién pulmonar. Desde los primeros meses de vida, algunos pacientes
experimentan colonizacién e inflamacidon crénica endobronquial, siendo comun
inicialmente la presencia de Haemophilus influenzae y Staphylococcus aureus. Mas
adelante, en los casos de progresion y deterioro irreversible de la funcién pulmonar,
es frecuente encontrar Pseudomonas aeruginosa. Ademads, se debe considerar el
aumento de infecciones por bacterias menos comunes, como Burkholderia cepacia
complex y Stenotrophomonas maltophilia, asi como el aislamiento de especies
fungicas del género Aspergillus spp., Candida spp. y micobacterias atipicas.

e Manifestaciones pancreaticas: afecta al 85% de los pacientes. Presentan insuficiencia
exocrina que conlleva a la malabsorcién de la grasas, déficit de vitaminas liposolubles
(A,D,E,K) y dificultad para la ganancia ponderal. En un 50% de los pacientes adultos

pueden desarrollar diabetes.



Manifestaciones hepatobiliares: afecta al 30-50%, presentan principalmente fibrosis
focal biliar, y un 10% hipertension portal que ocurre en pacientes que progresan a
cirrosis.

Manifestaciones  gastrointestinales:  principalmente  pdlipos adenomatosos
colorrectales que pueden progresar a cancer colorrectal.

Infertilidad: la esterilidad masculina afecta al 95%, se produce azoospermia
secundaria a agenesia de conductos deferentes e hipoplasia de vesiculas seminales,
conductos eyaculadores y epididimo.

Manifestaciones dseas: presentan osteopenia, osteoporosis y artropatia.

En funcion de las manifestaciones clinicas se clasifica a los pacientes como:

FQ tipica o cldsica: es la que se presenta con mayor frecuencia, caracterizada por
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, insuficiencia pancreatica exocrina,
elevacion de cloro en sudor e infertilidad en varones por azoospermia obstructiva.

FQ no clasica: el 15% de los pacientes diagnosticados presenta insuficiencia
pancreatica, en algunos casos con niveles normales de electrolitos en sudor y

afectacion pulmonar leve.

Evaluacion y seguimiento

Los pacientes con FQ requieren un monitoreo multisistémico, ya que, como se describié

anteriormente, la enfermedad puede afectar a mas de un sistema u drgano al mismo tiempo,

por ello se registrard la presencia de sintomas respiratorios pero ademas se evaluard la

funcién hepatica y pancreatica.

Pruebas de imagen: en nifios pequefios o en las formas mas leves de la enfermedad
la radiografia de tdrax puede ser normal, pero se aconseja realizarla en cuanto se
diagnostica al paciente. De forma progresiva pueden ir apareciendo signos de
atrapamiento aéreo, imagenes de consolidaciéon (neumonia, atelectasia),
bronquiectasias, lesiones quisticas y finalmente imagenes de fibrosis pulmonar.

Pruebas funcionales respiratorias: evalua la heterogeneidad en la distribucion de la

ventilacion.



® Microbiologia: es fundamental mantener una vigilancia microbioldgica de la via
aérea, mediante cultivos de secreciones bronquiales. Se recomiendan cultivos
mensuales en las formas severas de FQ y cada 3 meses en las formas mas leves.

® Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG): para seguimiento de la diabetes
mellitus relacionada a FQ, debe evaluarse su presencia con el test de tolerancia a la
glucosa anualmente desde los 10 afios.

e Elastasa: es frecuente la presencia de falla pancreatica, la cual causa esteatorrea y, en
consecuencia, malabsorcién. Este cuadro se evalla mediante el dosaje de elastasa en
materia fecal, la disminucién de la misma es un indicador de insuficiencia
pancredtica. Este ensayo se complementa con la prueba de Van De Kamer para
diagndstico de esteatorrea y el dosaje de vitaminas.

e Dosaje de vitaminas: monitorear el nivel plasmatico de vitaminas anualmente, junto
con los niveles de calcio, fésforo y hormona paratiroidea, y evaluar la densitometria
O0sea a partir de los 8 afos, ya que la osteopatia con fracturas patoldgicas o

deformidad de huesos puede presentarse con el avance de la enfermedad.
Diagndstico

El diagndstico de la enfermedad se determina en base a la presencia de al menos una
caracteristica fenotipica compatible con FQ sumada a una prueba de laboratorio que refleje
la disfuncion de CFTR.

Se utiliza un algoritmo diagndstico basado en la prueba de sudor y estudios de funcionalidad
del canal de conductancia transmembrana de fibrosis quistica de pacientes pediatricos

que presenten una pesquisa neonatal positiva, sintomas y signos o historia familiar con

fibrosis quistica.



Presentacion clinica de FQ

Pesquisa neonatal positiva
Sintomas y signos
Historia familiar

Prueba de cloruros en sudor

| |

<29 mmol/ L 30 -59 mmol/ L > 60 mmol/L

Andlisis genético del CFTR

2 Mutaciones 2 mutaciones
con al menos 1 Mutacion que Mutacion 1 0 sin mutaciones causante de FQ
de consecuencia no causa FQ indefinida o MVCC causantede FQ
no clara para FQ I
Test fisiolégicos del CFTR
DPN/ MCI
CRMS/CSFPID { } 1 CRMS/CFSPID
Normal No disponible Disfuncién
' 7
Diagnostico no resuelto y
considerar CRMS/CFSPID o
Fibrosis Quistica Improbable Desorden CFTR relacionado Confirma Fibrosis Quistica

Figura 1: Algoritmo diagndstico de FQ (modificado de Farrell y col., 2017)

FQ: fibrosis quistica; MVCC: mutacién de consecuencia clinica variable; DPN: diferencia de
potencial nasal; MCI: medicién de la corriente intestinal; CRMS: sindrome metabdlico
relacionado con CFTR; CFSPID: pesquisa neonatal positiva de diagndstico no concluyente;
CFTR: canal de conductancia de transmembrana de fibrosis quistica.

En base al algoritmo planteado en la Figura 1 se describen las pruebas bioquimicas
disponibles en el laboratorio CIBIC para el diagndéstico de FQ, las cuales se nombran a

continuacion:

1. Screening neonatal.
2. Test del sudor.

3. Identificacion de mutaciones causantes de FQ.

e Screening neonatal
La Ley Nacional 26.279 (2007) de Pesquisa Neonatal establece que se practicaran las

determinaciones para la deteccion de Fenilcetonuria, Galactosemia, Tripsina, hTSH,


http://test.e-legis-ar.msal.gov.ar/leisref/public/showAct.php?id=11449

Biotinidasa y 17a-OH Progesterona, y posterior tratamiento de las patologias genéticas y/o
congénitas.

Tipo de muestra: sangre seca en papel de filtro.

Condiciones pre-analiticas: la muestra se toma mediante puncién del taldn a nifios recién
nacidos entre las 48 horas y las primeras 3 semanas de vida, al menos 24 horas después del
inicio de la alimentacion lactea.

En lo concerniente al cribado de FQ el mejor marcador bioquimico aceptado
internacionalmente es la tripsina Inmunorreactiva (IRT) que en la enfermedad se encuentra
aumentada. Este aumento se debe a la obstruccidon parcial o completa de canaliculos
pancredticos que genera reflujo de esta enzima hacia la circulacidn sanguinea. La IRT
comprende las distintas formas de tripsina que pueden hallarse en sangre: libre y unida a
inhibidores.

Debe tenerse en cuenta que la concentraciéon de IRT depende de la edad del recién nacido

disminuyendo notablemente a partir de la tercera semana de vida.

Fundamento del método: las determinaciones se realizan por métodos fluorométricos
(fenilalanina neonatal, galactosemia, biotinidasa), electroquimicos (TSH neonatal) y mediante
la utilizacién del kit comercial D.E.L.F.I.LA (Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent
Immunoassay) neonatal (tripsina, 17-OH progesterona neonatal). Este Ultimo detecta
fluorescencia a través de compuestos lantanidos. El ensayo se basa en un método sandwich
de dos sitios donde anticuerpos monoclonales derivados de ratdén se unen a diferentes
determinantes antigénicos de la molécula de IRT.

En el caso en que el screening sea positivo, es decir que se obtengan valores de tripsina
mayores a 70ng/ml, se realiza un duplicado con una nueva muestra. Si el resultado sigue

encontrandose alterado el siguiente paso es llevar a cabo el test del sudor.

e Test del sudor
Tipo de muestra: sudor (volumen minimo 15 ul)
Condiciones pre-analiticas: La piel debe estar limpia, sana, sin procesos inflamatorios y/o
infecciones.
Procedimiento: la prueba del sudor que se utiliza es el test cuantitativo de iontoforesis con

pilocarpina, mediante el cual se estimula la sudoraciéon colocando dos electrodos con



reactivo de pilocarpina y aplicando una corriente de 1.5 mA durante 5 minutos. Luego se
recoge la muestra por dos técnicas: papel de filtro o gasa preprensados (sistema de Gibson y
Cooke) o el método Macroduct, esta ultima es la técnica elegida por los laboratorios CIBIC
por su practicidad y mayor sensibilidad.
El método Macroduct consta de una pulsera en cuyo interior posee un disco ligeramente
concavo de pldstico con un agujero en el centro y un tubo que desde este ultimo se enrosca
en espiral. Tiene ademds como indicador un colorante azul que permite comprobar que la
cantidad de muestra recolectada es adecuada.
Consideraciones:

e El periodo de recoleccidon no debe superar los 30 minutos, prolongar el tiempo para

aumentar el volumen de la muestra puede generar falsos negativos.

e Sila cantidad de sudor obtenida es menor a 15 ul no se debe procesar la muestra.
La muestra se recoge con aguja y jeringa desde el tubo desenrollado que se extrajo del disco.
Se determina concentracidon de cloro mediante coulombimetria o titulacién de cloruro de
plata. La concentracion de sodio se puede analizar por fotometro de llama.
Los resultados posibles de esta prueba son:

® Menor a 30 mmol/l — se considera un resultado normal.

e Entre 30-59 mmol/l — el resultado es indeterminado.

e Mayor a 60 mmol/l — resultado positivo.
Si el resultado es positivo se confirma repitiendo la determinacién.
La informacion obtenida se debe cotejar con los sintomas y signos del paciente asi como con
su historia familiar. En todos los casos, se procede a determinar el panel de mutaciones del
paciente, aun cuando el resultado del test del sudor sea negativo ya que la concentracion de
ion cloruro en sudor puede presentar variabilidad ante factores tales como la edad vy el

estado de hidratacidn del paciente.

e Diagndstico molecular de FQ (Panel de mutaciones)
Tipo de muestra: Sangre entera con EDTA (volumen minimo 1mL).
Condiciones pre-analiticas: ayuno de 4 Hs.
Fundamento del método: se realiza una amplificacidn especifica de alelos ARMS(sistema de
deteccién de variantes refractarias a la amplificacion) que detecta 67 variantes mas

prevalentes en el gen CFTR (variantes puntuales, inserciones o deleciones).



Una vez finalizado el proceso el equipo nos mostrara el analisis completo:

=> Genotipo obtenido: Wild type, Heterocigota mutado, Homocigota mutado, etc.

-> La/las variantes.
=> Tamaiio de los polimorfismo.
=> Pardmetros de calidad.

=> Exporte del informe.

Posibles resultados:

1.
2.

No se detectd ninguna de las variantes en estudio.

Se detecten la/las variantes VV1/VV2 en heterocigosis/homocigosis.

Por ultimo se hace una interpretacion de acuerdo al resultado obtenido:

Presencia de 2 variantes patogénicas confirma el diagndstico molecular de sospecha.
No portador de variantes patogénicas en el gen CFTR que estan incluidas en este
panel. Los resultados deben ser evaluados segun la clinica del paciente y en el caso de
persistir sospecha clinica, se sugiere realizar secuenciaciéon completa del gen CFTR.
Portador homocigota de una variante patogénica en el gen CFTR, resultado
compatible con la sospecha diagndstica.

Portador heterocigota de una variante patogenia en el gen CFTR, y en el caso de
persistir sospecha clinica, se sugiere realizar secuenciaciéon completa del gen CFTR.
Portador heterocigota de dos variantes patogénicas en el gen CFTR, resultado

compatible con la sospecha diagndstica.

Diagndsticos no resueltos

En algunos casos a pesar de que el paciente presente sintomas compatibles con FQ sus

estudios diagndsticos no resultan concluyentes, estas alteraciones pueden presentarse

como:

1. Trastornos relacionados con el CFTR

Es una entidad clinica, monosintomatica (como ausencia bilateral congénita de vasos

deferentes o pancreatitis o bronquiectasias) asociada a disfuncién del CFRT.

2. Pesquisa neonatal positiva de diagndstico no concluyente



Sucede cuando el recién nacido presenta una pesquisa neonatal positiva pero el resto de los
estudios tienen resultado no concluyente. Estos pacientes se presentan como asintomaticos
y las pruebas bioquimicas pueden arrojar los siguientes resultados:
e Cloruro en sudor debajo de 30 mmol/l y dos mutaciones de CFTR, al menos, una de
las cuales tiene consecuencias fenotipicas poco claras para FQ.

e Cloruro en sudor entre 30 y 59 mmol/I, y una o ninguna mutacién causante de FQ.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En base a lo desarrollado puede afirmarse que el cribado neonatal es una técnica
fundamental para la deteccidon temprana de FQ, permitiendo un diagndstico y tratamiento
precoz el cual puede prevenir complicaciones futuras. Asi mismo, un segundo paso en el
algoritmo diagndstico es la prueba del sudor, como ya mencionamos existen dos métodos
para llevar a cabo esta determinacion: el sistema de Gibson y Cooke y el método Macroduct.
Si comparamos ambas técnicas aunque el método Macroduct es mas costoso, se prefiere por

su practicidad en pacientes pediatricos y mayor sensibilidad.

Por otro lado, podemos destacar que las pruebas genéticas son esenciales para el
diagndstico, especialmente en casos donde no hay un cuadro clinico claro y las pruebas
convencionales no son concluyentes. Frecuentemente, se realiza la determinacién de la
variante delta F508 debido a su alta prevalencia, teniendo en cuenta que un resultado
negativo no excluye la presencia de FQ. El andlisis molecular ofrece una ventaja significativa
al aumentar la especificidad y reducir los falsos positivos causados por incrementos

inespecificos de IRT en individuos sin FQ.

En cuanto al diagndstico molecular debe considerarse que el mismo puede llevarse a cabo en
base a diferentes metodologias, entonces, ante un diagndstico clinico presuntivo, surge la
pregunta sobre qué secuenciar: éun gen, un panel de genes, un exoma o el genoma
completo? Al respecto, debe tenerse en cuenta que, aunque secuenciar el genoma completo
puede facilitar el diagndstico, su elevado costo, complejidad y la posibilidad de hallazgos

accidentales lo convierten en una ultima opcién.



En resumen, el diagndstico y seguimiento de la FQ requiere un enfoque multidisciplinario y
una evaluacién cuidadosa de las técnicas diagnodsticas disponibles, entendiendo que el eje
central se encuentra en el paciente, tomando en cuenta su variabilidad genética e
interindividual asi como sus condiciones personales y sociales para, de esta forma, poder
asegurar la confiabilidad y veracidad de los resultados de laboratorio a los que se ha

arribado.

PERSPECTIVAS

Habiendo desarrollado las técnicas actuales para el diagndstico de FQ, si bien las mismas
suelen ser eficaces, se observa que en algunos casos a pesar de que el paciente presenta la
sintomatologia correspondiente, los estudios diagndsticos no llegan a un resultado
concluyente. En consecuencia, los tiempos para comenzar un tratamiento eficaz se ven
prolongados, lo que se traduce en un perjuicio directo hacia el paciente no pudiendo mejorar
su calidad de vida. En este sentido, tecnologias novedosas tales como la secuenciacién del
exoma serian una opcion para facilitar dicho diagndstico.

El exoma es la parte del genoma formada por exones los cuales se transcriben para dar lugar
a proteinas, su estudio resulta una estrategia eficiente para la identificacion de mutaciones
funcionales raras en comparacién con las técnicas de secuenciacién tradicionales ya que las
mismas son laboriosas y requieren personal especializado. Ademas al tratarse de una
enfermedad con alta heterogeneidad genética es necesario analizar un elevado nimero de
secuencias en forma paralela, lo cual representa otra limitaciéon para los métodos de
secuenciacion clasicos. En comparacion, el analisis genético del exoma clinico mediante el
uso de la tecnologia de secuenciacion masiva de nueva generaciéon (NGS) permite secuenciar
en forma simultdnea un gran nimero de muestras de pacientes para multiples genes,
acortando significativamente los tiempos, disminuyendo los costos e incrementando la

efectividad de los analisis realizados.
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INMUNOFENOTIPO
En el andiisis de fa puncidn de médula Gsea se detectd un 43.2% de blstos deltotal de los elementos con el
siguiente perfl inmunafenatipico:

Blastos CD45dim, CD117+, CD38+, CD13+,CD11b:, CD10-, CD16-CD15+,CD20-, CDG, CD33+, IREM2-, CO2-
D71+, COL, CD36, CO8, CDA, CDS-, CD38+, HLA DR, CD7-, CD 19+, CD 56-,CD3, cMPO¥, cCO3.

HSTOGRAMA OBTENOO POR CITOMETRIAOE FLLIO

La sangre perférica de la paciente fue

analizada por el equipo Sysmex XN1000 y €n base al diagnéstico morfoldgico, la inmunotipificacién y la caracterizacion genética de las

debido a los parémetros medidos, se realiza células, se puede clasificar como una LMA sin drivers de mutacién detectados, por lo que se

el frotis, donde se observan células con diagnostica como de riesgo favorable.
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PRESENTACION DEL CASO CLINICO

Paciente de 53 afos de sexo femenino sin antecedentes médicos de jerarquia, consulta por
cuadro de un mes de evolucion de astenia y fiebre de 38.8 C. Se presenta normotensa, con
taquicardia leve, tos, odinofagia y pérdida de peso en los ultimos dias. Se encuentra con
palidez cutdneo mucosa, abdomen blando, depresible e indoloro, RHA positivos. No se palpa

hepato ni esplenomegalia. Niega sintomas urinarios y digestivos.
Se le solicita estudios de laboratorio completo con coagulograma.

MARCO TEORICO

Las leucemias mieloblasticas agudas (LMA) son un grupo de trastornos hematolégicos
malignos, agresivos, de progresién rapida, fenotipica y genéticamente heterogéneos que han
perdido la capacidad de diferenciarse normalmente. En este proceso esta involucrada la
activacion de protooncogenes en oncogenes, junto con la pérdida o inhibicién de genes
supresores de tumores. Esto ocasiona un aumento de la proliferacion celular, reduccién de la

apoptosis y el blogueo de la diferenciacion celular.

Todos estos eventos en conjunto causan la acumulaciéon de células hematopoyéticas

tempranas, blastos, inhibiendo la hematopoyesis normal.

La frecuencia de la enfermedad aumenta con la edad. Es la forma predominante de leucemia
en el periodo neonatal (menores de un afio) y adulto (25-60 afios), con una pequefia

proporcidn en adolescentes e infancia.

La etiologia es desconocida, existiendo factores predisponentes como genéticos (sindrome
de Down, anemia de Fanconi), no genéticos (exposicion a radiaciones ionizantes, agentes
quimioterapicos) o progresién de otros trastornos como neoplasias mieloproliferativas o

sindromes mielodisplasicos.



Diagnéstico:
e Manifestaciones clinicas:

Clinicamente se presentan con anemia, sangrados por trombocitopenias y con predisposicion
a infecciones por la neutropenia. Esto es debido a la acumulacidon de células blasticas
inmaduras en MO. Ademads poseen riesgo de infiltracion tumoral, provocando dolores dseos,

hipertrofia gingival, visceromegalias junto con un compromiso cutaneo y del SNC.

Cabe destacar las complicaciones de la LMA, como la CID debido al alto recambio celular,
sindromes hiper leucocitarios como leucostasis (falla en la microcirculacién) y sindrome de

lisis tumoral, siendo este ultimo una emergencia hematoldgica.
e Hemograma:

Presentan una marcada anemia (Hb entre 8-9 g/dl), trombocitopenia (<50000/mm3 en la
mayoria de los casos) y un recuento de glébulos blancos variable. En SP se encuentra un

hiatus leucémico.
o Meédula 6sea:

El aspirado de médula dsea deberia mostrar blastos >20%, a menos que se encuentre alguna

anomalia citogenética o molecular recurrente, lo cual ya es diagndstico de LMA.
e Inmunofenotipo:

El inmunofenotipo por CFM (citometria de flujo multiparamétrico) es fundamental para
determinar las lineas involucradas en el clon leucémico e identificar patrones de expresién

anomalos que luego seran utiles para cuantificar la enfermedad residuo medible (ERM).
e Estudios moleculares:

La caracterizaciéon genética es fundamental para el manejo de las LA proporcionando
informaciéon para definir el tipo de LMA, categorizar el riesgo prondstico, tomar decisiones
terapéuticas, asi como para el seguimiento y la evaluacién de la respuesta al tratamiento. La
siguiente figura muestra un algoritmo que permite la clasificacién de las LMA basado en las

recomendaciones de European Leukemia Net (ELN) del afio 2022:
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del(17p), del(20q) y/o idic(X)(q13)
NO

LMA NOS

Imagen 1: Algoritmo para la clasificacién de LMA por ELN.

Tratamiento:

El tratamiento de la LMA consiste en una fase de induccidn para lograr la remision de la
enfermedad y otra de consolidacidn para erradicar la enfermedad residual que, dependiendo
de las caracteristicas del paciente y de la enfermedad, puede ser quimioterapia y/o

trasplante alogénico.

La remision completa se define como < 5% de células blasticas en la médula dsea, recuento
absoluto de neutréfilos > 1000/mm3, recuento de plaquetas > 100.000/mm3 y la falta de

necesidad de transfusién de sangre.

Las estrategias terapéuticas van a depender de las caracteristicas del paciente (edad,
patologias previas o uso de quimioterapicos), como también de las caracteristicas

citogenéticas, moleculares y de ERM.



En este caso, el tratamiento consiste en el esquema tradicional “7+3”, que incluye 7 dias de
infusién continua intravenosa de citarabina (Ara-C), mas 3 dias de una antraciclina. Con

esto, se logra una tasa de remision completa de 60-85% en menores de 60 afios.

RESULTADOS

Laboratorio de ingreso a la guardia:

Hemograma:

° Hematocrito: 20,8% (VR: 40+/-3%).

° Hemoglobina: 7,1 g/dl (VR: 13 +/-2 g/dl).

° Hematies: 1930000/mm3 (VR: 4600000-5200000/mm3).

° Leucocitos: 740/mm3 (VR: 5000-9000/mm3).

° Férmula leucocitaria relativa: NS: 35,1%; Eo: 0%; Ba: 0%; L: 55,4%; Monocitos: 9,5%.
o VCM: 107.8 fl (VR: 80-95 fl).

° HCM: 36.8 pg (VR: 27-33 pg).

° CHCM: 34,1 g/dI (VR: 31-36 g/dI).

Pral Graf. Acumulat. Q-Flag Service Usu. Sélo labor.(RUO)

ZBC DIFF WBC Flag(s)
tipo Dato Unid tipo Dato Unid WBC Abn Scattergram

WBC ©.74 - 10"3/uL NEUT# 10”3/uL Leukocytopenia

RBC 1.93 -/10”6/uL LYMPH# 10~3/uL

HGB 7.1 -|g/dL MONO# 10~3/uL

HCT 20.8 - % EO# 1073/uL

Mcv 107.8 fL BASO# 10”3/uL

MCH 36.8 | pg NEUT% 35.1 *|%

MCHC 34.1 g/dL LYMPH% 55.4 * %

PLYT 32 -|10”3/uL MONO% 9.5 *I%

RDW-SD fL EO% 9.0 * %

RDW-CV 15.1 % BASO% 0.0 *|%

MPV fL IG# ‘ 10~3/ul RBC Flag(s)

NRBC# 1073/uL IG% 6.8 *|% 3

NRECX % Anemia

PLT Flag(s)
Thrombocytopenia

Imagen 2: Hemograma analizado por equipo Sysmex XN 1000.

La sangre periférica de la paciente fue analizada por un equipo Sysmex XN 1000 cuyo reporte
puede evidenciarse las diferentes alarmas (flags) y debido a los paradmetros medidos, se
realiza frotis de sangre periférica donde se observan células relacidon nucleo citoplasma
elevado, con presencia de nucleolo y con granulaciones citoplasmaticas por lo que se reporta

al servicio de Hematologia.



h

Imagen 3: Frotis de sangre periférica.

Coagulograma:

° Plaquetas: 32000/mm3 (VR: 150000-350000/mm3).

° Resto del coagulograma normal.
Otras determinaciones de laboratorio:

° Glicemia: 122 mg/dl (VR: 70-110 mg/dl).

° Creatinina: 0,63 mg/dl (VR: 0,5-1,0 mg/dl).

° Uremia: 19 mg/dl (VR: 20-45 mg/dl).

° Brr total: 0,70 mg/dl (VR: 0,20-1,20 mg/dl); Brr directa: 0,26 mg/dl (VR: 0,10-0,20
mg/dl); Brr indirecta: 0,44 mg/dl (VR: 0,10-1,0 mg/dl).

° Fosfatasa alcalina: 81 U/I (VR: hasta 105 Ul/I).

o GOT: 13 UI/I (VR: hasta 31 UI/I).

o GPT: 13 UI/I (VR: hasta 32 UI/I).

° Amilasemia: 31 U/I (VR: hasta 120 U/I).

° Cloruro plasmatico: 96 mEq/I (VR: 95-110 mEq/I).
° Potasemia: 3,55 mEq/I (VR: 3,20-5,50 mEq/I).

° Sodio en sangre: 132 mEq/I (VR: 135-145 mEq/I).



Estudios complementarios:

° Radiografias de crdneo, térax, abdomen y miembros: normales.

° Ecografia de partes blandas: |a paciente presenta prétesis mamarias bilaterales con
signos de rotura y escaso liquido anecoico con finos ecos en proyeccidn a la axila izquierda se
visualiza adenomegalia de 16 x 7 mm con hilio conservado.

° TAC de abdomen y pelvis: se observa una masa pelviana de 17 x 10 mm de aspecto

anexial.

Teniendo en cuenta la clinica de la paciente, junto con los resultados de laboratorio
obtenidos, se decide su internacidn, con un diagndstico presuntivo de pancitopenia en
estudio realizando la interconsulta a Servicio de Hematologia y al servicio de Ginecologia por
los datos arrojados en la TAC de abdomen. Ante la evaluacion de la paciente por parte del
servicio de Hematologia y en el contexto pancitopénico de la misma se decide realizar
puncidon de médula dsea para inmunotipificacion por citometria de flujo, citogenético de

médula ésea y rearreglos moleculares.

Estudio de médula ésea:

Se realizd puncion de médula dsea a partir de la cual se realizd estudio citoldgico,
inmunotipificacion por citometria de flujo, estudio citogenético de médula désea y los

rearreglos moleculares que se describen posteriormente.

Frotis de médula 6sea (May Grunwald-Giemsa): Se observa médula con un porcentaje de
blastos mayor al 30%, algunos de los cuales poseen granulaciones compatibles con

Leucemia Mieloblastica Aguda M2 (clasificacién FAB).



Imagen 4: Frotis de médula 6sea.

Inmunofenotipificacién por citometria de flujo de Médula Osea: En el anélisis de la puncién
de Médula d6sea se detectd un 43.2% de blastos del total de los elementos con el siguiente

perfil inmunofenotipico:

Blastos CD45+dim, CD117+, CD34+, CD13+,CD11b-, CD10-, CD16-,CD15+,CD20-, CD64-,
CD33+, IREM2-, CD2-, CD71+, CD14-, CD36-, CD8-, CD4-, CD5-, CD38+, HLA DR+, CD7-, CD
19-, CD 56-,CD3-, cMPO+, cCD3-.
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Imagen 5: Histogramas obtenidos por citometria de flujo.

La inmunomarcacién es compatible con una Leucemia Mieloide Aguda.

Estudios moleculares: Se analizaron distintos rearreglos y mutaciones para poder

interpretarse en el contexto de los otros andlisis ya establecidos para el diagnédstico:

Rearreglo CBFB-MYH11 (Inv. 16): No detectable.

Rearreglo AML1/ETO cualitativo (T8; 21): No detectable.

Rearreglo BCR-ABL P210 y P190 cualitativo (T9; 22): No detectable.
Rearreglo MLL-AF9 (T9; 11): No detectable.

Mutaciones en el gen CEBPA: El gen no presenta alteraciones con significancias

clinicas.

Mutaciones en el gen ELT 3: No detectable.
Mutaciones en el gen de la nucleofosmina (NPM1): No detectable.

PML-RAR cualitativo (traslocacién 15:17): No detectable.



Citogenético de Médula 6sea: Cariotipo: 46, XX [20] . No se detectaron anomalias

cromosOmicas huméricas ni estructurales.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La paciente del caso clinico es una mujer mayor que ingresa a la guardia con clinica y un
laboratorio compatible con una LMA, ya que se encuentra anémica, trombocitopénica y con

un recuento bajo de glébulos rojos.

Al realizar el frotis del aspirado de médula dsea se observé un recuento mayor al 20% de
blastos, el cual es un criterio suficiente para el diagndstico de una LMA. Aun asi, al realizarse
estudios moleculares para categorizar esta enfermedad, no se encontraron mutaciones ni

rearreglos detectables.

Los estudios inmunofenotipicos ayudan a distinguir los blastos de la LMA de los de la LLA u
otros procesos patoldgicos. En este caso se realizé la deteccion de marcadores especificos,
como son el CD117, CD34 y CD33, lo cual es esencial para poder clasificar a la enfermedad

como una LMA.

Las guias de la Sociedad Argentina de Hematologia recomiendan tratamiento combinado con

citarabina y antraciclina (“7+3”), discutido previamente en el marco tedrico.

En base a los estudios realizados a la paciente en conjunto con el diagndstico morfoldgico,
por inmunofenotipo y la caracterizacidn genética de las células leucémicas y no habiéndose
detectado alteraciones moleculares asociadas a las mismas, puede clasificarse como una

LMA sin drivers de mutacion detectados por lo que se la clasifica como de riesgo favorable.

Al combinar un sistema de diagndstico precoz para la enfermedad, junto con un tratamiento
adecuado, las tasas de remisién completa son de aproximadamente del 70 al 85%,
disminuyendo la incidencia de CID en un 60% y alargando la sobrevida del paciente a largo

plazo.



PERSPECTIVAS

Mediante las distintas pruebas de laboratorio se llegd al diagndstico de una LMA de riesgo
favorable. Aun asi, segun el algoritmo propuesto por la ELN (imagen 1), al no haberse
detectado alteraciones recurrentes, se podria haber seguido estudiando el perfil genético
para poder clasificar correctamente la enfermedad. Para esto, se podria haber propuesto el

estudio de TP53 y en base al resultado, seguir buscando otras alteraciones.

La LMA es una enfermedad poco frecuente, pero con una clinica potencialmente fatal en el
caso de no instaurar un tratamiento precoz de la misma. Para ello es indispensable un
trabajo interdisciplinario entre el equipo de salud, siendo las pruebas bioquimicas
fundamentales para la confirmacion diagndstica y poder instaurar un tratamiento precoz

para lograr la remisiéon completa de la enfermedad.
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PRESENTACION

En este trabajo se desarrollara la determinacién de Troponina | ultrasensible (TnlUS)
mediante un ensayo de fluorescencia ligado a enzima, Enzyme Linked Fluorescent Assay
(ELFA), utilizando el equipo MiniVIDAS llevada a cabo en el Hospital de Emergencias Dr.
Clemente Alvarez (HECA) durante las Practicas Profesionales Obligatorias de la carrera de
Bioguimica. Es una prueba cuantitativa automatizada, que se realiza en suero o plasma
humano. Estd indicada para utilizarla como prueba auxiliar en el diagndstico de Infarto
Agudo de Miocardio (IAM) y para establecer la estratificacion de riesgos en pacientes con
signos y sintomas indicativos de un Sindrome Coronario Agudo (ACS) en lo que respecta al
riesgo relativo de mortalidad por todas las causas y acontecimientos adversos cardiacos

importantes, incluyendo el IAM y la revascularizacion a los 30 dias.

De igual manera, se expondrd la importancia de dicha determinacién en esta

institucion mostrando estadisticas y relacién costo-beneficio.

MARCO TEORICO

1. Troponina

Las troponinas cardiacas (Tnc) son proteinas que forman parte de un complejo del
filamento delgado del sarcdmero y regulan la excitacidon-contraccion del musculo cardiaco.

Este complejo consta de tres componentes polipeptidicos distintos:
=> Troponina C: que fija el Calcio
=> Troponina T (TnT): que liga el complejo Troponina a la Tropomiosina

=> Troponina | (Tnl): que es la subunidad inhibidora del complejo Troponina/

Tropomiosina.

Durante la isquemia y la necrosis cardiaca se pierde la integridad de las membranas
teniendo como resultado la liberacién de macromoléculas y una acidosis intracelular que
activa enzimas proteoliticas. Estas degradan diversas estructuras, incluyendo el aparato
contractil. Su desintegraciéon es un proceso lento y sus proteinas unidas estructuralmente
(Tnl, TnT y la cadena pesada de la miosina) aparecen en la sangre mas tarde que las proteinas

citoplasmdticas (mioglobina, glucdégeno-fosforilasa y creatin quinasa (CK) citoplasmatica).



Por lo tanto, el modo y tiempo de aparicidon de las proteinas miocardicas en la sangre
depende de la localizacidon intracelular, del peso molecular, de si estd libre o en forma de

complejos y del indice de aclaramiento de la sangre (Gonzalez, D., y col., 2000).

Las variantes cardiacas de la TnT y Tnl difieren en su estructura de las variantes de los
musculos esquelético y liso. Otorgandoles una elevada especificidad como marcador de

lesidn cardiaca.

Hay diversas causas, tanto agudas como cronicas, que pueden aumentar las Tnc

[Cuadro 1].

_~ TROPONINA ELEVADA ~_

.
- ~

P ~N
AGUDA - CRONICA
& - ‘
IAM LESION \
| !
*  Miocarditis * IRC
e Trauma ¢ HIV
* Toxicidad * Isquemia crénica
* Sepsis « TBC
» TEP * ICCcronica
* ICCAguda

Cuadro 1: Causas de aumento de las Thc

El incremento en la especificidad, se logra mediante el dosaje seriado. Cuando se
observan aumentos o disminuciones puede usarse como marcador de lesidon aguda, a
diferencia del hallazgo de valores estables que sugiere eventos crénicos. Sin embargo, es
muy importante tener en cuenta la historia clinica y el estado del paciente, para una correcta

interpretacién de los resultados (Marifio, M., 2019).
1. 1 Troponina |l ultrasensible

En la actualidad, los inmunoanalisis ultrasensibles pueden determinar
concentraciones de 5 a 10 veces menores que las detectadas por metodologias

convencionales, que tienen menos precisidon analitica. Varios autores han avalado la idea de



que los métodos de alta sensibilidad deben detectar Tnl en la mayoria de los sujetos sanos

(Hernandez Ramirez, J., y col., 2020).

Las limitaciones de los ensayos ultrasensibles radican en la variabilidad que existe en
los distintos grupos de edad, ademas de otros factores que modifican los niveles basales,
como el género, la existencia de una patologia miocardica no isquémica previa y la funciéon
renal, lo que disminuye su especificidad y el valor predictivo positivo que puedan poseer. Se
ha demostrado que la elevacién de la TnlUS de manera inicial con o sin aumento en los
niveles de Tnl por el método convencional confiere un incremento en la mortalidad
cardiovascular en general, lo que indicaria una utilidad no sélo diagndstica sino prondstica en
la evaluacion del riesgo cardiovascular de los pacientes en el servicio de urgencias (Pérez

Cervantes J.A., y col., 2018).

La mayor capacidad de detecciéon que presenta la TnlUS permite descubrir
eficazmente areas de dafio miocardico en sus fases iniciales, reduciendo los periodos

ventana, y también permite un diagndstico precoz (Marino. M, 2019).
2. Tecnica analitica: MiniVIDAS

La tecnologia utilizada es el ELFA que combina un método inmunoenzimatico (ELISA)
de tipo sandwich en una etapa con una deteccidn final por fluorescencia. Esta determinacién
se basa en su concepto Unico, que significa que para un paciente se realiza una prueba,

obteniendo un Unico resultado.

La reaccién se lleva a cabo de forma dinamica involucrando: un sistema de pipeteo
(bloque SPR), mediante el cual VIDAS maneja los reactivos, que sube y baja lo que le permite
al SPR acceder a cada pocillo y pipetear cada uno de ellos; la tira (strip) [Imagen 1], que
presenta diez pocillos [Tabla 1] y se mueve horizontalmente para colocar el pocillo requerido
debajo del SPR; y un sistema dptico que puede desplazarse por el instrumento para leer la
prueba correspondiente. Se trata de reacciones dindmicas debido a que en cada etapa el
cono SPR aspira y vierte varias veces el reactivo, donde finalmente en el ultimo pocillo se

realiza la lectura de fluorescencia [Imagen 2].



Imagen 1: Cono SPRy strip

Pocillos Reactivos

1 Pocillo de muestra.
2-3-4 Pocillos vacios.

5 Conjugado: anticuerpos monaoclonales frente a la troponina marcados con fosfatasa alcalina.
6-7-8 Tampén de lavado.

9 Pocillo vacio.

10 Cubeta de lectura con sustrato: 4-meti|7umbeliferi! fosfato (0,6 mmol/L) + dietanolamina (DEA)

(0,62 mol/L 0 6,6 %, pH 9,2) + 1 g/L azida de sodio (300 pL).

Tabla 1: Contenido de los pocillos del strip

SPR* )

MUESTRA

CARTUCHODE REACTIVO

Imagen 2: Etapas sucesivas de aspirado de los distintos reactivos presentes en la tira

El cono SPR sirve a la vez de fase sélida donde se lleva a cabo la reaccion, debido a
que se encuentra recubierto en su interior con inmunoglobulinas monoclonales de ratén
frente a la troponina | cardiaca (Tnlc), y de dispositivo de pipeteo. La tira contiene todos los
reactivos de un solo uso sellados, necesarios para la reaccion, listos para usar, sin fluidos

circulantes y sin contaminacion cruzada.



Por lo tanto, el instrumento realiza automaticamente todos los pasos. La muestra se
transfiere a los pocillos que contienen los anticuerpos frente a la Tnlc marcados con fosfatasa
alcalina (conjugado). La mezcla de la muestra/conjugado se procesa en varios ciclos de
aspiracion/expulsién del cono SPR hasta formar un sandwich [Imagen 3]. Los componentes

no fijados se eliminan durante las etapas de lavado.

Enzima
fosfatasa
alcalina)
Anticuerpo
Troponinal \ conjugado

Antlgeno
\ Anticuerpo
de captura

Imagen 3: Representacion grafica de la tecnica ELFA

En la gama VIDAS, la enzima utilizada es la fosfatasa alcalina y el sustrato es el
4-metilumbeliferil fosfato (4-MUP) que se hidroliza en 4-metil umbeliferona, la cual tiene la
propiedad de volver a emitir la luz a 450 nm previa excitaciéon a 370 nm. La intensidad de la

fluorescencia es proporcional a la concentracidén del antigeno presente en la muestra.

Al final de la determinacidn, el equipo calcula los resultados mediante dos curvas de
calibracion almacenadas en este, y se expresan en ng/L (o pg/mL). Los resultados que se
muestran por el instrumento van desde 1,5 a 40000 ng/L. Las muestras con concentraciones
superiores al valor maximo del equipo se deberan volver a analizar después de diluirlas al %
con el diluyente del kit VIDAS High Sensitive Troponin I. Si bien este rango de valores es el

que muestra el equipo, el rango de medicion de esta prueba se extiende de 4,9 a 40000 ng/L.

La calibracion se debe efectuar con los dos calibradores (S1 y S2) cada vez que se abre
un nuevo lote de reactivos y cada 56 dias. Se deben analizar ambos calibradores por
duplicado y el valor de los mismos debe estar comprendido en los limites de RFV (Relative
Fluorescence Value) fijados. Los calibradores estan constituidos por suero humano, Tnl y un

conservante; se deben reconstituir con 2 mL de agua destilada y homogeneizar hasta su



completa disolucién. Tras la reconstitucion, el control permanece estable durante 8 horas a

2°C/8 °C, o hasta la fecha de caducidad del equipo a -31°C/-19°C.

La determinacion presenta dos controles (C1 y C2) que deben utilizarse cuando se
abre una nueva caja con el fin de verificar la ausencia de alteracién de los reactivos. También
es necesario comprobar cada calibracién mediante el uso de estos. Si los valores de los
controles se desvian de los esperados, los resultados no se podran validar. Las condiciones de

reconstitucion y almacenamiento son las mismas que para los calibradores.

Las muestras utilizadas son suero o plasma humano con heparina de litio, no se debe
utilizar EDTA como anticoagulante debido a que causa una disminucién en los valores
medidos. Es aconsejable no utilizar muestras con hemolisis, lipémicas o ictéricas debido a
que pueden interferir en la determinacidn. En las muestras de suero, se debe comprobar que

se haya formado completamente el codgulo antes de la centrifugacion.

El suero y plasma pueden conservarse en tubos primarios a 25°C durante 4 horas, o a
8°C hasta un maximo de 48 horas. Si se precisa una conservacién mas prolongada, congelar
las muestras alicuotadas a -25°C durante 1 mes o a -60°C durante 4 meses, con un maximo

de 3 ciclos de congelacion/descongelacion.

Los reactivos nuevos y en uso se almacenan a 2/8°C. Se deben atemperar antes de ser

utilizados (BioMerieux, 2021).

3. Otras técnicas:

Existen otros métodos para determinar Tn, como es el Radioinmunoensayo,

Inmunoensayo Enzimatico (ELISA), y el Inmunoensayo de Electroquimioluminiscencia (ECLIA).

El primer método para la determinacién de la Tnlc, se basé en Radioinmunoensayo.
Presentaba un umbral de deteccidon de 10 pg/L y un tiempo de ejecucion largo (1-2 dias).
Debido a la baja sensibilidad y a la duracion del estudio, este método solo podia revelar IAM
extenso, por lo cual la Tnl fue significativamente inferior a la enzima CK-MB. Luego surgio6 el
ELISA con limite de deteccion de 100 ng/L para la Tnlc y tiempo de analisis de 90 minutos.
Las concentraciones maximas de esta se correlacionaron con las de CK-MB. Este
inmunoensayo, fue superior a los biomarcadores estandar utilizados en aquel momento para

diagnosticar el IAM. Sin embargo, todavia se consideraba que presentaba baja sensibilidad y



un tiempo promedio prolongado para el diagndstico preciso del IAM. Con el correr del
tiempo, estos ensayos se fueron perfeccionando, utilizando distintos anticuerpos
monoclonales, y anexdndolo a diferentes plataformas, como el ELFA y ECLIA obteniendo asi
ensayos de alta sensibilidad y ultrasensibilidad (Chaulin, A., 2021). El ECLIA, parte del mismo
fundamento que los ELISA, pero la enzima conjugada cataliza una reaccidn
quimioluminiscente que resulta en la emision de fotones, produciendo luz. La luminometria
proporciona una sensibilidad excepcionalmente alta y rapidez en la determinacién

(Fundacion 10, 2020).
RESULTADOS

En el HECA, la determinacién de la TnlUS presenta una elevada utilidad debido a que
esta institucidn se caracteriza por presentar una Unidad de Dolor, por lo que se utiliza este
método para descartar cualquier tipo de dolor toracico inespecifico, que puedan conducir a

un IAM o una afeccion a nivel cardiaco.

La etapa pre-analitica es relevante en este caso. Primeramente, la orden médica que
solicita la determinaciéon de Tnlc debe estar firmada por un médico cardiélogo, de lo
contrario se rechaza la solicitud. La muestra se toma por puncion venosa y se utiliza heparina
como anticoagulante. Es de suma importancia no utilizar muestras con hemodlisis, lipémicas o

ictéricas debido a que pueden interferir en la determinacién.

El método miniVIDAS cumple un rol esencial en el laboratorio de emergencias debido
a que otorga el resultado en tan solo 15 minutos. Presenta una calibracién estable, eso
permite que en el HECA solo se realice cuando se cambia el lote de reactivos, generalmente

cada 15-30 dias.

La frecuencia con la cual se solicita este analisis es alta, en un rango de 20 a 30
determinaciones por mes [Grafico 1]. La relacion costo/beneficio es elevada en estos casos,
debido a que al realizarse en los pacientes que arriban a la Unidad de Dolor, aquellos que
presenten una Tnlc aumentada, ocuparan una cama en Unidad Coronaria y el costo de la
misma superaria ampliamente los costos de |la determinacion. De esta forma, se evita ocupar

un lugar en aquellas situaciones que no lo ameritan.
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Grafico 1: Frecuencia de determinaciones de TnlUS desde febrero del 2023 hasta enero del

2024

El dosaje de la TnlUS es seriado, lo que permite la realizacién de un curva de
seguimiento. Generalmente, estd institucion solo trabaja con tres puntos. Se utilizd un
paciente femenino de 47 afios, para ejemplificar este proceso, que ingresa al servicio de
Guardia con antecedentes de Hipertensién Arterial y Diabetes Mellitus por presunta
Colecistitis Gangrenosa Complicada. Se hallé una Ulcera vesiculoduodenal y falla renal.
Ingresa a la Unidad de Terapia Intensiva donde se encontraba inestable
hemodindmicamente, con acidosis metabdlica y presencia de sudoracién. Presenta dolor
tordcico inespecifico por lo que se realiza un electrocardiograma con cambios
electrocardiograficos sin cambios hemodindmicos por lo que se decide solicitar la
determinacidn de Tnlc. Se realizd la curva [Grafico 2] donde se observa la etapa de ascenso y
descenso de la Tnlc en funcién del tiempo, alcanzando su valor maximo alrededor de las 7:00
pm. El periodo de tiempo en el cual se realizaron los analisis no fue constante, sino que se
empled un rango de 8 horas entre la primera y segunda determinaciéon y de 11 horas entre la

segunda y tercera.
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Grafico 2: Seguimiento de un paciente a través de la TnlUS.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La Tnl se caracteriza por ser el marcador cardiaco de eleccidn en la actualidad para el

diagndstico bioquimico del dafio miocardico.

Actualmente, a través de distintos estudios se puede evaluar que la TnlUS presenta
una mayor capacidad de deteccion, lo que permite descubrir eficazmente el dafio miocardico
en sus fases iniciales, reduciendo el periodo ventana. Permite un diagndstico precoz,
estratificacion del riesgo, establecimiento del prondstico y toma de decisiéon de la mejor

opcién terapéutica para el paciente.
PERSPECTIVAS

A lo largo del trabajo se mencionaron aspectos tanto tedricos como practicos acerca
de la determinacién de la TnlUS en el HECA. Un aspecto importante que se sugiere mejorar
es el numero de determinaciones y la frecuencia con la que se solicita el andlisis durante el
seguimiento de un paciente debido a que mediante el dosaje seriado se logra aumentar la

especificidad de este marcador cardiaco.

En este hospital, utilizar un método inferior en sensibilidad que al de la gama VIDAS
podria dar resultados poco fiables y descartar diagndsticos certeros y si bien hay ELISAS de

alta sensibilidad, presentan tiempos prolongados, y siendo este un hospital de emergencias,



este parametro es sumamente importante. Con estas consideraciones el ELFA es un método

gue cumple con las exigencias necesarias para dicho hospital.
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Presentacidn.

El presente trabajo se enfocara en detallar el procedimiento analitico llevado a cabo
en las distintas secciones del laboratorio bioquimico en relacidn con pacientes que ingresan
con trastornos hematoldgicos que requieren trasplante de médula désea. Se consideraran
areas como preanalitica, hematologia, quimica, inmunoquimica, microbiologia, biologia
molecular, y postanalitica para garantizar una atencidn integral y precisa.

Todos los procedimientos son detallados en normas activas que fueron acreditadas
por el Instituto Técnico para la Acreditacion de Establecimientos de Salud (ITAES).

Marco teérico.

Los pacientes enfocados en este trabajo son pacientes diagnosticados con trastornos
hematolégicos, y derivados a trasplante.
-TRASPLANTE DE MEDULA OSEA:

El trasplante de médula ésea se ha implementado como una alternativa terapéutica
exitosa en diversas patologias malignas y benignas.

Las indicaciones de este tratamiento van desde neoplasias hematoldgicas como
linfomas, mielomas, leucemias, algunos tumores soélidos hasta enfermedades de tipo
autoinmune. El objetivo principal del trasplante de médula d6sea consiste en la
administracién de altas dosis de quimioterapia, que permiten tratar la patologia de base
pero también depletan la médula ésea por lo que se requiere la reinfusion de las células
progenitoras para recuperar las funciones hematopoyéticas.’

Entre las complicaciones inmediatas secundarias a la aplasia inducida por las
guimioterapias a altas dosis los pacientes tienen un mayor riesgo a sufrir infecciones debidas

a gérmenes oportunistas y patégenos.!

-NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS:
Leucemias:

Son procesos malignos, genéticamente heterogéneos, de naturaleza clonal vy
adquiridos, que compromete la médula désea y la sangre periférica, con posterior
sistematizacidn al resto de los drganos, fundamentalmente bazo e higado.?

Segln la forma de presentacién las leucemias se clasifican en agudas y crdnicas. Las
leucemias agudas se caracterizan por una proliferacién de células inmaduras, blastos, vy la

presencia de hiatus leucémicos; con una evolucién agresiva y sin tratamiento la sobrevida



puede ser muy corta. En cambio las leucemias crdnicas se caracterizan por una evolucién
menos agresiva, en sangre periférica presenta elementos maduros. 2
Tipos de leucemias:
- Leucemias mieloides.
- Leucemias linfoides.
Linfoma:

Al igual que las leucemias es una neoplasia hematoldgica, que compromete a nivel de
los ganglios linfaticos y otros tejidos linfoides, sin invasidn de sangre periférica. Cuando estos
invaden sangre periférica se denomina linfoma leucemizados. *

Las células comprometidas en los linfomas pueden ser diversos progenitores de
células B, células T o células T natural killer (NK). La clasificacion de la OMS (2008) identifica
dos categorias:

- Linfoma de células B no clasificable, con caracteristicas intermedias entre linfoma
difuso de células grandes B y linfoma de Burkitt.
- Linfoma de células B no clasificable, con caracteristicas intermedias entre linfoma
difuso de células grandes B y linfoma de Hodgkin clasico.?
Mieloma multiple (MM):

Es una neoplasia maligna de células B terminalmente diferenciadas (células
plasmaticas) que produce una inmunoglobulina monoclonal completa y / o parcial (cadena
liviana), que se conoce como proteina M.

Las células del mieloma pueden secretar cadenas pesadas vy livianas de Igs, cadenas
livianas o ninguna (mieloma no secretor). En este Ultimo caso, se detectan Igs
citoplasmaticas.

El MM se caracteriza por la activacion generalizada de osteoclastos y la supresién de
la funcidn de los osteoblastos. Las células plasmadticas malignas liberan citoquinas que
activan los osteoclastos. Esto produce lesiones osteoliticas que debilitan la matriz ésea,
dando lugar a fracturas patolégicas. Los sintomas del mieloma son debidos por un lado a la
infiltracion de la MO por las células neoplasicas y por el otro a la presencia de la proteina

monoclonal. 2

Se describen las diferentes areas del laboratorio comprometidas en el diagndstico y

seguimiento del paciente.



- AREAS DEL LABORATORIO:

1.

Preanalitica

La etapa preanalitica es fundamental para garantizar la calidad y precision de
los resultados en el andlisis de muestras de pacientes. En esta fase, se les da
indicaciones al paciente para su preparacién, asi como también se establecen
protocolos rigurosos para la correcta recoleccién, identificacion y transporte de las
muestras, minimizando asi el riesgo de contaminacion o deterioro. *

Hematologia

La seccion de hematologia desempeiia un papel central en el analisis y
diagnéstico de los trastornos hematoldgicos. Se estudia el hemograma, recuento de
reticulocitos, velocidad de eritrosedimentacion, estudios de coagulacién como
tiempo de protrombina (TP), y tiempo de tromboplastina parcialmente activado con
caolin (KPTT), proporcionando informacidn crucial para el diagndstico y seguimiento
de estas condiciones.

Dentro del estudio del Hemograma completo se incluye hematocrito (Hto),
concentracién de la hemoglobina (Hb), concentracién de hemoglobina corpuscular
media (CHCM), volumen corpuscular medio (VCM), recuento de eritrocitos,
leucocitos y plaquetas, férmula leucocitaria. °
Microbiologia

En el laboratorio de microbiologia clinica se analizan muestras
microbioldgicas, con el objetivo principal de aislar y cultivar microorganismos
patégenos y colonizantes. Estos analisis tienen el propdsito de facilitar el diagndstico,
seguimiento y tratamiento de diversas enfermedades. °
Quimica e Inmunoquimica

La quimica clinica proporciona informacién sobre los niveles de sustancias
quimicas en el suero o plasma sanguineo.

La inmunoquimica se utiliza para la deteccidn y cuantificacion de proteinas y
anticuerpos en muestras bioldgicas. Se pueden realizar pruebas inmunoquimicas para
identificar la presencia de factores de coagulacion, anticuerpos antifosfolipidos y
marcadores especificos de enfermedades autoinmunes o malignas.

La serologia se utiliza para detectar la presencia de anticuerpos en suero

sanguineo, lo que permite el diagndstico de enfermedades infecciosas virales, como



la hepatitis y el VIH, que pueden afectar a los pacientes y comprometer su estado

inmunoldgico.’

Biologia molecular

La biologia molecular ofrece herramientas avanzadas para el diagndstico
clinico y monitoreo de enfermedades virales. La deteccién y cuantificacion especifica
del material genético en muestras bioldgicas ha tenido un impacto significativo en
todos los ambitos de la salud, especialmente en enfermedades infecciosas y cancer.
Mediante técnicas como la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) se puede
detectar la presencia de ADN o ARN viral, el cual es necesario para el seguimiento y
control de pacientes inmunosuprimidos.

El desarrollo de nuevas tecnologias, mas rdpidas y precisas, ha transformado
al diagndstico molecular en una herramienta clave para el equipo clinico en directo
beneficio del paciente.?

Postanalitica

En la etapa postanalitica se incluye la validacion de los resultados, la retencidn
y almacenamiento del material clinico, y el desecho de la muestra.

Los resultados de cada prueba se deben comunicar de manera precisa y clara,
evitando cualquier tipo de ambigliedad y siguiendo las instrucciones especificas de
los procedimientos analiticos. El laboratorio tiene la responsabilidad de determinar el
formato del informe de laboratorio y la forma de comunicarlo. °

Cuando los resultados de los analisis se encuentran dentro de los intervalos
alarmantes establecidos: se debe avisar inmediatamente a un médico (u otro
profesional sanitario autorizado). °

En el laboratorio se implementa un sistema para la notificacion y seleccién
automatizada de los resultados del andlisis. En el cual se establece un procedimiento

documentando con los criterios de seleccién y notificacion.’

Objetivos.

Objetivo General:
Detallar exhaustivamente el procedimiento llevado a cabo en las distintas

secciones del laboratorio bioquimico en relacidon con pacientes que ingresan con



trastornos hematoldgicos en proceso de trasplante de médula dsea, desde la fase

preanalitica hasta la postanalitica.

- Objetivos Especificos:

1. Describir el proceso de atencion al paciente desde su ingreso al laboratorio
hasta la entrega de resultados.

2. Analizar la importancia de la calidad en la fase preanalitica, incluyendo la
correcta recoleccidn, identificacién y transporte de muestras.

3. Detallar las actividades realizadas en cada area del laboratorio (hematologia,
guimica, microbiologia, biologia molecular) para el diagndstico y seguimiento
pacientes en plan de trasplante.

4. Discutir la importancia de la comunicacién interdisciplinaria y el cumplimiento
de normativas para garantizar la calidad y confiabilidad de los resultados

analiticos.

Resultados.

Se procede a describir el enfoque adoptado en las distintas areas del laboratorio en
relacion a pacientes en proceso de trasplante y post-trasplante, destacando las
determinaciones clinicas relevantes y generalizando los posibles resultados que pueden
observarse.

AREA PREANALITICA
Desde el laboratorio se busca realizar una adecuada atencidn al paciente desde el
ingreso del mismo hasta la entrega de informes. Basandose en las normas
correspondientes (NAE-SBLab 310 y NAE-SBLab 209).*

Las muestras obtenidas por el personal del laboratorio, ya sean de sangre venosa o
arterial, deben estar en tubos tapados y rotulados, y se colocan en gradillas en posicidn
vertical.

Segln el andlisis a realizar, se deben utilizar diversos tubos especificos para cada
determinacion:

- QUIMICA: plasma heparinizado o tubo con gel.

-> HEMATOLOGIA: tubo con EDTA.

-> COAGULACION: tubo con citrato.

- INMUNOLOGIA y ENDOCRINOLOGIA: tubo con gel.



- MARCADORES TUMORALES y VIROLOGIA: tubo con gel. !

La toma de las distintas muestras microbiolégicas deben realizarse bajo las normas
correspondientes del sanatorio respetando la bioseguridad contemplada en ella. *

Todas las muestras que llegan al laboratorio son dirigidas al sector: "Procesamiento
de muestras". Alli se procede a etiquetarlas con cddigos de barra, las cuales reciben un
numero Unico que se genera en el sistema de pedidos Datatech (sistema utilizado en todo el
sanatorio). Este nUmero representa en el sistema el nombre del paciente, tipo de muestray
fecha. Con la etiqueta correspondiente se colocan en sus respectivos contenedores para
comenzar con todos los procedimientos necesarios.

AREA HEMATOLOGIA

En los pacientes en proceso de trasplante se realiza el seguimiento con el
hemograma, presentando alteraciones principalmente en la Hb (niveles bajos segun valor de
referencia) y en la formula leucocitaria con presencia de elementos inmaduros en sangre
periférica.

En los pacientes post trasplante el seguimiento se realiza con el hemograma y
recuento de reticulocitos. En un tratamiento exitoso, el hemograma comienza a
normalizarse, y los reticulocitos aumentan, lo cual indica una mejoria en la funcién de la
médula 6sea.

Se utilizan equipos automatizados como Sysmex XN 1000-Roche utilizando la
metodologia de Citometria de flujo fluorescente para la identificacion de las células
perteneciente al hemograma e identificacién de reticulocitos. Ademas se cuenta con otro
contador hematoldgico CELL-DYN Ruby de Abbott el cual utiliza tecnologia éptica. De ser
necesario, se realizan las repeticiones y tinciones de extendidos de sangre periférica que se
requieran.

También, en el laboratorio de manera automatizada se realiza la velocidad de
eritrosedimentacion en el equipo CUBE 30 touch, y los tiempos y factores de coagulacién (TP,
KPTT, Fibrinogeno) realizados en el analizador automatizado SYSMEX CA-500. Estos estudios
son realizados en casos particulares que el médico crea necesario, no son de rutina.

Dentro de la norma NAE-SBLab 210 se describe de manera detallada cémo realizar los

controles de calidad, calibracién de los equipos y el procesamiento de las muestras.



AREA MICROBIOLOGIA

Dentro del laboratorio de microbiologia se realizan diversos analisis previos y
posteriores al trasplante de médula dsea.

Como analisis previos de rutina se realizan analisis parasitoldgicos, hisopados nasales
y anales en busqueda de portacidon de microorganismos colonizantes, posibles patdgenos
oportunistas, importantes en el momento de la inmunosupresion del paciente. Como
agentes colonizantes de piel y mucosas se encuentran Staphylococcus aureus, Clostridium
difficile, Enterococcus spp, bacilos multirresistentes como Escherichia coliy Klebsiella spp. En
caso de que el paciente sea portador, no puede ingresar al area de trasplante y el médico
debe tratarlo.

En pacientes post-trasplante se continla el seguimiento de manera semanal de
portacién de microorganismos en hisopados anales para prevenir posibles infecciones por
los colonizantes mencionados anteriormente.

Ademas, en el caso de que el paciente presente sintomatologia, como diarrea, el
médico ordenara la realizacion de coprocultivos, pruebas para detectar toxina de C. difficile y
examenes parasitolégicos. Si el paciente presenta fiebre, se realizan de manera rutinaria
hemocultivos, urocultivos y deteccion de COVID-19, en épocas estacionales como en
invierno, se incluira la deteccidn del virus de la influenza A y B, asi como, de acuerdo con la
epidemiologia local, la evaluacién para el virus del dengue. Estos estudios son
fundamentales para identificar posibles agentes patégenos que puedan estar causando la
infeccidn y para orientar el tratamiento adecuado.

Para la deteccién de toxina de C. difficile, COVID-19, dengue, Influenza A y B se
realizan tests rapidos utilizando la metodologia de inmunocromatografia.

Para el procesamiento de las demdas muestras y dependiendo del microorganismo
qgue se busca, se lleva a cabo un protocolo de analisis especifico siguiendo las normas del
laboratorio. °
AREA QUIMICA/INMUNOQUIMICA

En pacientes en proceso de trasplante, se pueden realizar pruebas especificas para
evaluar la funcion hepatica, renal y metabdlica, asi como la presencia de marcadores
tumorales o metabolitos alterados asociados con ciertas enfermedades. Se realizan en
analizadores automatizados ARCHITECT i1000 de Abbott.

Ademas de la quimica, se realizan otras determinaciones:



Monitorizacién farmacocinética de inmunosupresores con el fin de determinar la
concentracién de la droga en sangre entera de tal manera que los médicos puedan
ajustar la dosis para que esté dentro del rango terapéutico.

En el laboratorio se emplea el ensayo ARCHITECT Tacrolimus, es un
inmunoandlisis retardado de un paso para la determinacién cuantitativa en sangre que
utiliza la tecnologia CMIA con protocolos de ensayos flexibles, denominados Chemiflex.
El procedimiento se describe de manera detallada en la norma NAE-SBLab 231, al igual
que la calibracién y control de calidad. *°

El tacrolimus es un farmaco inmunosupresor que es utilizado en el tratamiento
del rechazo de 6rganos tras un trasplante. /

Detecciones seroldgicas de infecciones virales:

=> Hepatitis B anticuerpos anti-core total

=> Hepatitis B antigenos de superficie (HBsAg)

=> Hepatitis C anticuerpos (HCV-Ac)

=> HIV anticuerpos anti-HIV 1y 2, p24

Se realizan en el equipo ARCHITECT i1000, por técnica de inmunoensayo.

Estas determinaciones seroldgicas se realizan de rutina pretrasplante.

AREA BIOLOGIA MOLECULAR

En los pacientes antes del trasplante se realiza de rutina la deteccion de

Citomegalovirus (CMV) y COVID-19 a través de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La deteccion de COVID-19 con el kit TagPath™ COVID-19 RT-PCR.

La deteccion y cuantificacion de CMV de manera automatizada por medio de la
utilizacion de The AltonaStar® CMV PCR Kit 1.5, que es un test diagndstico in-vitro,
basado en tecnologia real-time PCR, utilizando ADN plasma humano, donde se
detectara y cuantificara ADN especifico de CMV. Este procedimiento es llevado a cabo
por dos equipos diferentes, uno especifico para purificacion, extraccién y preparaciéon
de las placas de PCR del ADN y otro, un termociclador, donde se realizard la
amplificacién del mismo. *®

La deteccién de CMV es importante porque produce infecciones latentes con

recurrencias periodicas que durante la inmunosupresion pueden adquirir un caracter grave,

por lo tanto a estos pacientes se les realiza un seguimiento semanal. De esta manera frente a
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un aumento de carga viral, la misma serd detectada a tiempo y el paciente puede recibir el
correspondiente tratamiento.™

A diferencia de los seguimientos anteriores, los virus de INFLUENZA A y B, son
buscados unicamente frente a sintomas. La deteccidn se realiza con el kit AltoStar® Influenza

Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 correspondientes al virus a detectar.

POSTANALITICA

En cuanto al analisis y validacién de resultados, todo resultado obtenido pasa por dos
fases de validacién, técnica y clinica antes de ser informado.

Una primera validacion es la validacion técnica y se efectda cuando los analizadores
obtienen los resultados, en caso de que se haga manual esta primera validacion no se
realiza. Una segunda validacién es la fisiopatoldgica y se efectia cuando el profesional
bioquimico evalua el informe global y decide sobre su emisién o rechazo. Para este ultimo
punto se debe tener en cuenta lo siguiente: concordancia con el diagndstico, motivo de
consulta o sintoma guia, congruencia con otros resultados del mismo informe,
concordancia con los resultados histéricos del paciente, relacién con los datos
demograficos y procedencia.

Una vez analizada la muestra, informada y validada se debe almacenar siguiendo la
norma NAE-SBLab 010, la cual explica detalladamente el guardado y conservacidn de cada
tipo de muestra.

Los resultados validados se cargan automdticamente en el sistema DATATECH, donde
estan disponibles para la visualizacion por parte de los médicos. Ademas, se facilita una
comunicacion directa entre médicos y bioquimicos para discutir los resultados y tomar

decisiones clinicas pertinentes.

Conclusion.

El trabajo presentado detalla exhaustivamente el proceso llevado a cabo en el
laboratorio bioquimico del Sanatorio Britdnico en relacién con pacientes que ingresan con
trastornos hematolégicos, desde la fase preanalitica hasta la postanalitica, abarcando areas
como microbiologia, hematologia, quimica e inmunoquimica, y biologia molecular.

El enfoque multidisciplinario y riguroso presentado refleja el compromiso de la
institucién con la calidad de la atencién bioquimica, basada en evidencia cientifica y en el

respeto por la ética y la dignidad de los pacientes. Se destaca la importancia de la
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comunicacion interdisciplinaria y el seguimiento de normativas y protocolos especificos para

garantizar la precision y confiabilidad de los resultados.

Perspectivas.

Consideramos que seria de utilidad el analisis de virus como dengue e influenza Ay
B por metodologias moleculares, previos al ingreso de los pacientes al area de trasplante, ya
gue los mismos pueden ser asintomaticos.

Si bien se destacd la comunicacion interdisciplinaria, se recomienda realizar

reuniones formalizadas de manera regular con el personal de salud.
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PRESENTACION

Durante nuestro paso por las Practicas Profesionales Obligatorias en el Sanatorio Britanico,
especificamente en el area de Serologia perteneciente a Hemo Regidon Centro, cuya labor se
basa en el analisis y consiguiente aprobaciéon de unidades de sangre donadas destinadas al
uso médico, nos asombré el gran nimero de pruebas positivas para VDRL (Venereal Disease
Reference Laboratory), la cual sirve de screening para la deteccién de sifilis.

El abordaje de este tema surge de la necesidad de ampliar la informacién sobre esta
problematica, no sélo en relacidon con la enfermedad en si, sino también para reducir la

cantidad de unidades de sangre rechazadas en los bancos de sangre.

MARCO TEORICO

En base a la problematica planteada, apuntaremos al desarrollo de los siguientes topicos:
- Sifilis
- Pruebas para la deteccién de Sifilis

- Banco de sangre

SIFILIS

La sifilis es una enfermedad infecciosa curable con afectacién sistémica causada por el
microorganismo Treponema pallidum, bacteria gram negativa con forma helicoidal
caracteristica (espiroqueta), en donde la principal via de transmisidn es a través del contacto
sexual. Aunque también puede adquirirse de forma congénita a través de la placenta, por

transfusién de sangre humana contaminada y por inoculacidn accidental directa.



PATOGENIA

T. pallidum es capaz de penetrar en el organismo a través de las membranas mucosas
intactas o a través de heridas en la piel. El microorganismo se disemina por el cuerpo

humano a través de los vasos linfaticos o sanguineos.

Clinicamente, la sifilis se divide en distintas etapas: sifilis primaria, secundaria y terciaria.

Existe un periodo de incubacion que es de tres semanas aproximadamente.

La fase primaria consiste en el desarrollo de la primera lesidon en la piel o mucosas, que
comienza como pdapula y luego progresa a chancro el cual aparece en el lugar de inoculacion,
pudiendo ser Unico o multiple en inmunosuprimidos. Los genitales externos son los lugares
mas frecuentes donde aparecen, seguidos por el cuello uterino, boca, drea perianal, etc. El
chancro cura al cabo de tres a seis semanas, sin lesion residual mientras que la adenopatia

persiste un poco mas.

La fase secundaria comienza al cabo de 2 a 12 semanas después del contacto, y representa
el estadio clinico mas florido de la infeccidon. Se caracteriza por presentar manifestaciones
variadas siendo la mas frecuente, el exantema maculo-papular o pustular de localizacion en
palmas de mano y plantas del pie. Dentro de la fase secundaria, destacamos una fase latente
en donde el paciente no presenta manifestaciones clinicas pero sin embargo las pruebas

antitreponémicas pueden ser positivas.

En sifilis terciaria se produce la destruccion de los tejidos. Aparece de 10 a 25 anos después
de la infeccidn inicial en pacientes no tratados. Las complicaciones se presentan con
enfermedades del SNC llegando a producir Neurosifilis; anomalias cardiovasculares;
patologias oculares y lesiones similares a granulomas, denominadas gomas sifiliticas (son
infiltrados de monocitos junto a destruccién tisular) en donde el drea mas afectada es el

paladar.



DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
Deteccidn directa de T. pallidum:
Examen en fresco con microscopia de campo oscuro: Es el método diagndstico mas rapido
en donde la muestra ideal es el exudado de las lesiones como el chancro, o lesiones de
mucosas, ya que contienen gran cantidad de treponemas; también pueden observarse a
partir del material aspirado de los ganglios linfaticos en donde el treponema aparecera

moviéndose en espiral con una ondulacidn caracteristica sobre su punto medio.

Técnicas de Biologia Molecular: Estas son técnicas que aumentan la sensibilidad de
deteccién, siendo importantes para excluir el periodo ventana o utilizarse en sifilis
congénita, Neurosifilis, en sifilis primaria temprana o cuando existe la necesidad de

distinguir entre una reinfeccién y una infeccién antigua.

Deteccion indirecta de T. pallidum: pruebas seroldgicas

Pruebas no treponémicas: detectan anticuerpos reaginicos que son producidos por
pacientes infectados por T. pallidum. Es una prueba de floculacién (o aglutinacion) siendo la
VDRL la mas utilizada, puede hacerse de manera cualitativa y semicuantitativa.

Se realiza en una placa de vidrio colocando un reactivo A ( suspensién acuosa de antigeno de
cardiolipina y lecitina purificados, en buffer fosfatos con cloruro de colina y EDTA) junto con
una gota de muestra de suero del paciente. Es importante siempre realizar un control
positivo para poder comparar, la cual consiste en una muestra de donante reactiva. Luego de
2 minutos en el agitador se debe mirar la placa en un transiluminador y observar la
presencia de floculacién, interpretando como POSITIVA la reaccién.

Para la VDRL semicuantitativa se hacen diluciones del suero (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32 con
solucién fisioldgica), el titulo estard dado por la inversa de la dilucién y es importante para el

seguimiento una vez establecido el tratamiento.

Pruebas treponémicas: el suero se absorbe primero con Antigenos treponémicos no T.
pallidum para disminuir las reacciones cruzadas inespecificas. Luego se aplica el reactivo
compuesto por Anticuerpos a-humanos conjugados con fluoresceina como marcador para

los Ac a-treponémicos presentes en el suero del paciente.



Objetivos

e Describir el procedimiento de deteccién de Sifilis en unidades de sangre donadas en
Banco de Sangre.

e Describir el procedimiento en un laboratorio clinico ante el pedido de deteccién de
Sifilis.

e Comparar ambos procedimientos.

BANCO DE SANGRE

El banco de sangre es una unidad hospitalaria que se encarga de recolectar y almacenar los
componentes sanguineos, realizar pruebas pretransfusionales y garantizar transfusiones
seguras.

Hemo Regién Centro es el establecimiento donde obtuvimos los datos plasmados en el
presente trabajo, esta entidad se encuentra dentro de las instalaciones del Sanatorio
Britanico donde funciona de forma independiente. Este comprende los siguientes efectores:
Sanatorio Britanico; Sanatorio Americano; Hospital Espaiiol; Banco de sangre Gorla

Hemocentro Regional y Grupo Stem.

Ante la llegada del donante, estos servicios mencionados, realizan la recoleccidn de bolsas
de sangre y tubos para su posterior analisis ( 2 tubos secos para la Serologia y uno con EDTA
para Biologia Molecular).

Las bolsas de sangre son luego procesadas para obtener: Plasma; Plaquetas; Concentrado de
hematies y Crioprecipitado.

Los sueros obtenidos en esta etapa, son transportados bajo refrigeracion hacia la institucién
donde se realizan las distintas determinaciones. Una vez aqui, se comienza con el ingreso al

Sistema Informatico, y luego se procesan las mismas de dos maneras diferentes.

1- Etapa automatizada, el equipamiento con el que cuenta el Hemo Regién Centro:

ARCHITEC.

Este equipo utiliza el método de quimioluminiscencia en la cual detecta: a-HCV; a-HTLV;

a-HBc; HBsAg; HIV combo (Ac/Ag p24) y a-Cha.



2- Etapa manual, se realizan los siguientes ensayos:

- Deteccidn de Anticuerpos Anti-Trypanosoma Cruzi por ELISA.
- Deteccidn de Anticuerpos Anti-Brucella Abortus por método HUDDLESON.

- Deteccidn Anticuerpos-Treponema pallidum por método VDRL.

Ante una prueba VDRL positiva, se solicita tubuladura de la unidad correspondiente para
corroborar que efectivamente la muestra procesada corresponda a la unidad y en caso de
gue ésta también sea positiva, se solicita nueva muestra al donante para verificar los
resultados obtenidos. Mientras tanto, esta es retirada del sistema hasta que se haya
confirmado si la misma es apta o no para su uso. Si durante esta tercera instancia la muestra
presenta nuevamente valores positivos en la VDRL, se informa al efector correspondiente y

es luego el médico quien resuelve esta tarea.

¢Qué pasa si un donante presenta anticuerpos anti-T. Pallidum, ¢Es posible que esta unidad
sea aceptada?

Seglun lo establecido en la ley Nacional del manejo de componentes sanguineos, hasta que
la VDRL no se negativice, la unidad donada no puede ser aceptada ya que se considera que

la infeccion todavia es reciente.

Haciendo hincapié en los objetivos planteados al principio, ahora nos centraremos en
abordar el procedimiento llevado a cabo ante un pedido de deteccién de sifilis realizado en

laboratorios de rutina.

En primer lugar, el paciente recurre al médico, el cual detalla la orden médica para la
deteccion de dicha enfermedad. En el laboratorio una vez obtenida la muestra ya sea de
raspado de Ulcera o extraccion sanguinea se sigue el algoritmo diagndstico planteado en la

guia para la utilizacién de pruebas rapidas de sifilis.
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Tal como puede observarse, el procedimiento en ambos casos utiliza la prueba VDRL
aunque es necesario agregar otros ensayos cuando se trata de llegar a un diagndstico

definitivo y asi comenzar con el tratamiento de la enfermedad.



RESULTADOS OBTENIDOS EN EL AREA DE SEROLOGIA

Se analizd un total de 140.994 donantes desde 10/2017 al 12/2023 procedentes de los

servicios anteriormente nombrados:

Total de donantes

Afo Donantes positivos B % de positivos
por afio

2017 36 9091 0,396%

2018 114 23180 0,492%

2019 124 22227 0,558%

2020 117 19668 0,595%

2021 169 21830 0,774%

2022 169 22083 0,765%

2023 151 22915 0,659%

Tabla 1: Datos proporcionados por Hemo Region Centro

25000

20000

15000

10000

5000

Evolucion de cantidad de donantesvs tasa de
positivos

2017

2018 2019 2020 2021 2022

I Total de donantes e positivos

Grafica construida en base a Tabla 1

0,900%

0,800%
0,659% 0%

0,600%
0,500%
0,400%
0,300%
0,200%
0,100%
0,000%
2023




CONCLUSION

En base a los datos obtenidos, se puede evidenciar como dicha enfermedad ha aumentado
su incidencia en los ultimos anos pero no de forma lineal, observdndose un leve incremento
en 2020-2021 que coincide con la reciente pandemia. También, se visualiza una leve
disminucion en 2022-2023.

Con lo que respecta al afo 2024, durante nuestro paso por las Practicas Profesionales
Obligatorias y hasta el momento, se procesaron 6246 muestras de las cuales 40 fueron VDRL
positivas. Esto corresponde a una tasa de incidencia del 0,640% que si bien ain no podemos
concluir porque el afio sigue en pie, con esa cifra puede que la incidencia siga siendo similar

a la de los ultimos dos afios.

PERSPECTIVAS

Como futuros profesionales de la salud, y a través del presente trabajo, queremos expresar
nuestra preocupacién sobre esta temadtica, informar sobre los dafios que produce esta
enfermedad y dar a conocer cuales son las pautas de prevencidén ya que asumimos que la
mayoria de las personas con sifilis no tiene conocimiento sobre sus formas de transmisién.
Recomendamos el uso de proteccidon en cada encuentro sexual ya que es el Unico método
anticonceptivo capaz de reducir el riesgo a contraer enfermedades de transmisién sexual y
también es de suma importancia la realizacion de examenes peridédicos ya que si es
detectada a tiempo, con tratamiento es curable.

Para finalizar, nos gustaria referirnos sobre la poblacién donante, la cual fue el objetivo
primordial de nuestro trabajo. Los datos obtenidos son referidos a esta pequefia proporcién
de la poblacién a la cual se le hace firmar una serie de documentos en la que se especifica
ser “aptos” para realizar una donacion segura y al encontrarnos con esta incidencia de
positivos en los ultimos afios, sobre todo en el contexto de pandemia, , hemos decidido
indagar sobre el tema justamente para poder revertir esta condicidon y minimizar la cantidad
de rechazos, ya que la donacién de sangre es un acto que puede salvar vidas. Nos gustaria
remarcar el reciente descenso de VDRL positivos en los ultimos afos (2022-2023) los cuales
creemos que pueden deberse a la cantidad de campafias de concientizacion y deteccién de

Sifilis que existen hoy en dia, sumado a la educacidn sexual recibida en las escuelas.
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PRESENTACION DEL CASO CLIiNICO

Mujer de 44 afos en situacién de calle, manifiesta una serie de condiciones
médicas crénicas y agudas, asi como factores de riesgo, antecedentes de salud mental y

adicciones.

La paciente presenta un caso clinico complejo y multifactorial, las principales
condiciones médicas incluyen, Chagas positivo, hepatitis C (VHC), infeccion por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) en tratamiento con triple asociacidon
farmacoldgica, presencia de un pdlipo vesical, hematuria, sindrome anémico severo con

requerimiento transfusional, y reciente diagndstico de tuberculosis (TBC).

Ademas, relne una serie de factores de riesgo y antecedentes que incluyen
consumo de sustancias como cocaina y marihuana, tabaquista y un historial de consumo
excesivo de alcohol. El manejo de la adiccidén en esta paciente es fundamental para su
atencion integral. Debido a esto, los ingresos y egresos frecuentes a la guardia del
Hospital Juan Bautista Alberdi sugieren una falta de continuidad en el tratamiento de la

paciente.
LABORATORIO Y CLiNICA

Antecedentes personales

Enfermedades del adulto:

- Chagas desde la infancia

- VHC

- VIH en tratamiento con triple asociacion farmacolégica
- Quirdrgicos y traumatoldgicos: ligadura tubarica.

- Adicciones: cocaina inhalada/fumada, consumo de marihuana, tabaquista, ex

etilista.

- Medicacion habitual: Antirretroviral (TARV) (dolutegravir, tenofovir,
lamivudina).  Antipsicoticos (valproato de sodio 400mg cada 8 hs vy

levomepromazina 25 g dia).
- Niega enfermedades de la infancia, antecedentes familiares y alergia.

Anamnesis por aparatos (13/03/24)




Digestivo: pérdida de peso de tiempo incierto de evolucién.
Sistémico: sensacion febril.

Gineco-obstétrico: 1 embarazo ectépico / 1 hijo fallecido. Mioma uterino, quiste

de ovario.

Hematoldgico: Anemia con requerimiento transfusional.

Estudios complementarios

X/
L X4

Rx térax (13/03/24): Levemente rotada, bien penetrada, bien inspirada, infiltrados
difusos parahiliares bilaterales y basal derecho. FDS (Fondos de saco) libres, con ICT

(Indice cardio-toracico) conservado.

Ecografia vesicula biliar (13/03/24): vesicula de volumen conservado, paredes de
grosor normal. En su interior se visualizan multiples imagenes de litiasis de mediano

tamafio que se movilizan tras los cambios de decubito.

Ecografia abdominal - Vejiga (13/03/24): se observa aumento de la mucosa en
forma difusa destacando en piso una imagen ecogénica de 17mm por 14 mm

sugestiva de pélipo.

Ecografia ginecoldgica (14/03/24): Utero sin particularidades, ovario derecho: de

tamafio y morfologia conservados. Ovario izquierdo: no visualizado.

Rx térax (03/04/24): Completa, rotada, bien inspirada. Sin lesiones Oseas,

radiopacidad redondeada paracardiaca derecha. FDS libres. ICT: 0.59

En ecografia abdominopelviana de internacion previa se evidencia a nivel vesical

lesion ecogénica de 17 mm sugestiva de pdlipo, se decide realizacién de uroTAC, no

habiéndose podido realizar por fuga de la paciente, por lo que se decide reanudar

solicitud de estudio por imagen de la paciente.

Laboratorios



Determinacién | 13/3 | 14/3 | 15/3 | 18/3 | 22/3 | 25/3 | 4/4 | 8/4 | 12/4
GB (mil/mm3) 5130 | 6980 | 5740 | 4660 | 4640 | 4310 | 4810 | 5530 | 5050
GR
(millones/mm3) | 2.87 | 3.25 | 3.61 | 4.07 | 4.17 | 4.27 | 3.89 | 4.09 | 4.59
HTO (%) 18.7 | 22.8 | 254 | 29.5 | 32.2 | 33.4 | 326 | 35.6 | 39.7
HB (g/dI) 4.9 6.5 7.2 8.1 8.8 9.3 9.6 | 104 | 11.9
Férmula N64/L | N63/L | N57/L | N63/L | N33/L | N48/L | N54/L | N59/L | N60/L
Leucocitaria 24 31 33 24 56 42 33 30 26
Plaquetas
(mil/mm3) 244 | 229 | 253 | 266 | 175 144 | 256 | 193 194
Glicemia (mg%) 125 66 72 81 81 104 96 89
Uremia (mg%) 43 25 40 36 27
Creatininemia
(mg%) 04 | 047 | 045 | 0.57 | 0.62 | 0.64 | 0.6 | 0.58 | 0.63
TABLA 1: DETERMINACIONES LABORATORIOS
» El estudio del medio interno con las determinaciones de Sodio, Cloro y Potasio,
arrojaron resultados dentro de los valores normales.
» Hepatograma sin particularidades.
» VDRL: POSITIVO. Titulo: 1/4. -30/01/24
» Esputo examen baciloscopico directo por tincion Ziehl Neelsen (Muestra N°1, N°2
Y N°3) - 14/03/24
Resultado: NEGATIVO
» Cultivo para B.A.A.R (Método fluorométrico automatizado) - 15/03/24
Material de estudio: Esputo
Resultado: POSITIVO
» Identificacion Complejo M. tuberculosis (Método inmunoanalisis cromatografico)
-15/03/24
Material de estudio: cultivo de esputo en medio liquido
Resultado: POSITIVO
» Moycobacterium tuberculosis y resistencia (PCR por método rapido - Genexpert
ultra) - 15/03/24
Muestra: Suspensién bacteriana
M.tuberculosis: DETECTADO
Resistencia a rifampicina: NO DETECTADO
» Cultivo de orina B.A.A.R - 21/03/24

Resultado: NEGATIVO



Deteccion de antigeno de galactomanano para investigacion de Histoplasma

capsulatum en orina (Método: enzimoinmunoensayo) — 26/03/24

Resultado: NEGATIVO

Resultado: NEGATIVO

» Orina completa (12/04/24)

Exudado vaginal bacteriolégico y micolégico — 08/04/24

EXAMEN FiSIcOQUiMICO

EXAMEN MICROSCOPICO DEL SEDIMENTO

Color: Rojo
Aspecto: Turbio
Densidad: 1.015
pH: 6.5

Proteinas: Positivo

Cuerpos cetodnicos: Contiene (+)

Hemoglobina: Contiene (++++)

Campo cubierto de hematies

TABLA 2: ORINA COMPLETA

> SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS - 15/04/24

Linfocitos: 1613 Cél/ul

Descripcion | %POS | CUI/ul | RANGO ESPERADO | RANGO ESPERADO
%POS cUl/ul

CD4+ 31.1 [502 [30.0-66.0 450 - 1800

CD8+ 426 |687 |10.0-40.0 150 - 1000

CD3+ 749 |[1209 |[60.0-90.0 800 - 2800

CcD4/cD8 | 0.73 0.8-4.3

TABLA 3: DETERMINACIONES LABORATORIO SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

> CUANTIFICACION DEL ARN DEL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO

1 (VIH-1) - 15/04/24

Resultado: 99200 Copias/mL

Log: 5 logs

Rango de medicién: 20 - 10.000.000 Copias/mL (1.3 - 7.0 logs)

Limite de deteccion: 14 Copias/mL




MARCO TEORICO

En base a los datos de la paciente y su enfermedad actual, el caso clinico
presentado en el trabajo final se orientd al desarrollo de la infecciédn por Mycobacterium
tuberculosis (TBC) y su deteccion en el laboratorio, debido a que es considerada la
coinfeccién mds comun en personas VIH positivas.

El VIH incrementa el riesgo de reactivacién de infeccidn tuberculosa latente y
acelera la progresién después de la infeccién o de la reinfeccién; por otra parte, la
enfermedad tuberculosa agrava el prondstico de los pacientes infectados por VIH. La
caracteristica principal de la infeccidon con VIH es el deterioro funcional constante y
progresivo de los linfocitos CD4+ tanto desde el punto de vista cuantitativo como
cualitativo, con el consiguiente deterioro secundario de todo el sistema inmune celular.

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana es un virus ARN monocatenario. Se
transmite por la via sexual, parenteral y vertical. La inmunodeficiencia progresiva es
resultado directo de sus efectos sobre las células inmunes, e indirecto debido al estado
generalizado de inflamacién y activacidon inmune por la infeccién crénica. Las personas
infectadas con VIH tienen mayor riesgo de desarrollar tuberculosis debido a que
presentan un déficit en la inmunidad celular. Por ello, suele ser bastante frecuente la
coinfeccién entre ambas entidades patoldgicas. Ademas, la tuberculosis es la principal
causa infecciosa de muerte en pacientes con VIH. ?

La enfermedad causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis se adquiere
por transmisién de persona a persona mediante microorganismos transportados por via
aérea a través de gotitas de Fliigge (toser, estornudar, hablar).?

Los hallazgos clinicos de la TBC en el paciente infectado con el VIH dependen de
la severidad de la inmunodepresién. Las personas con niveles de linfocitos T CD4+ >
200/mm3 presentan sintomas similares al inmunocompetente: fiebre, tos, esputo
purulento y pérdida de peso, y la TBC queda circunscripta al pulmén. En los individuos
con recuentos por debajo de esa cifra es mas frecuente el compromiso extrapulmonar
y las formas diseminadas.?

La tuberculosis primaria es la forma clinica que aparece en una persona no
sensibilizada y puede producir, a nivel de los pulmones, consolidacion lobular,
adenopatia hiliar y derrame pleural; mientras que la tuberculosis secundaria aparece en

un anfitrién previamente sensibilizado, tipicamente afectando los vértices superiores de



los l6bulos pulmonares y suele producir cavitacion con posterior necrosis caseosa.

Ambas formas clinicas pueden ser progresivas y diseminarse por via hematdgena,

produciendo manifestaciones extrapulmonares.

El diagndstico de tuberculosis se basa en una combinacién de criterios clinicos,
radiolégicos, histopatoldgicos y de laboratorio. A continuacion, se describen
brevemente cada uno de estos aspectos3:
® Clinico: Incluye la evaluacion de sintomas como tos persistente, fiebre, sudores

nocturnos, pérdida de peso y fatiga.

e Radioldgico: Generalmente se utiliza una radiografia de torax para identificar signos
de infeccion pulmonar, como infiltrados o cavidades en los pulmones.

e Histopatoldgico: El andlisis de muestras de tejido (biopsias) puede revelar
granulomas caracteristicos de la tuberculosis.

e Laboratorio: Incluye pruebas de baciloscopias por Ziehl Neelsen o fluorescencia,
cultivos sdlidos y liquidos como también pruebas de deteccién molecular como la
PCR.

El pilar fundamental del diagndstico de tuberculosis (TBC) es la identificacién del
agente causal, que pertenece al Complejo Mycobacterium tuberculosis. Este complejo
incluye varias especies, como M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis var BCG, M. canetti, M.
africanum, M. pinnipedii, M. microti y M. mungi.?

Las muestras para el analisis pueden ser de origen respiratorio, como esputo
(normal o inducido), lavado bronquial y broncoalveolar, biopsias endoscdpicas o
quirurgicas. También pueden ser de origen no respiratorio, como orina, liquido
cefalorraquideo (LCR), sangre y médula osea (especialmente en pacientes
inmunodeprimidos), punciones aspirativas, biopsias de diferentes tejidos.?

El diagndstico definitivo se basa en la deteccidn del agente patdgeno mediante
técnicas bacterioldgicas, que pueden incluir cultivos, observacién microscépica de
bacilos acido-alcohol resistente, y pruebas moleculares especificas para el ADN de
Mycobacterium tuberculosis.

Algoritmo diagndstico de laboratorio de TBC

Métodos bacterioldgicos realizados para identificar el agente causal

e Baciloscopia Ziehl Neelsen: examen microscopico de extendido de esputo. Esta

tincion permite diferenciar a las bacterias en dos grupos: aquellos que son



capaces de resistir la decoloracion con alcohol-acido y aquellos que no lo son,
teniendo un limite de deteccidn de 5.000-10.000 bacilos/mL de muestra. Una
tincidn positiva es aquélla en la que se observan bacilos acido-alcohol resistente,
los cuales son de color rojo fucsia. 2

Interpretacion de resultados:

- NEGATIVO: No se encuentran BAAR en 100 campos.

- POSITIVO (+): Entre 10 y 100 BAAR en 100 campos.

- POSITIVO (++): De 1 a 10 BAAR por campo en 50 campos observados.

- POSITIVO (+++): Mas de 10 BAAR por campo en 20 campos observados.

e Baciloscopia por fluorescencia: tincién con auramina-rodamina (Becton-
Dickinson).3
Limite de deteccidn: 1000 bacilos/mL

En todo paciente VIH (+) con sintomas respiratorios deben efectuarse al menos tres

baciloscopias pudiendo ser positivas un 40-80% de los casos. El tener baciloscopias

negativas no descarta TBC en estos pacientes. Es un método sencillo y econémico
pero su resultado se debe confirmar con cultivo.

e Cultivo: permite la identificacion de género y especie a través de pruebas
bioquimicas (catalasa, niacina y nitrato reductasa). En el diagnéstico de la TBC es
conveniente contar con la identificacién del complejo M. tuberculosis y una
prueba de sensibilidad a R (rifampicina) o a H (isoniacida).?

Existen dos tipos de medio de cultivo

- Cultivos solidos: El desarrollo es mas lento (minimo 20 dias a partir de
baciloscopias ++ o +++) pero puede visualizarse la morfologia de las colonias.
Se considera positivo un cultivo con mas de 10 colonias, aunque los de menor
numero deben considerarse en el contexto clinico. Presenta una sensibilidad
de un 70-80% y el tiempo de informe es a los 60 dias. Los medios sdlidos
usualmente empleados son el Lowenstein Jensen y Stonebrink.?
Limite de deteccidn: 10 - 100 UFC/mL

- Cultivos liquidos: permiten un desarrollo mas rapido de las micobacterias

(métodos rapidos) pero no se aprecia la morfologia de las colonias.



Los métodos automatizados como el BACTEC
MGIT 960, utilizan medio liquido y un revelado de
desarrollo  bacteriano  por  fluorescencia
permitiendo en 10-13 dias obtener resultados

positivos. Los negativos se observan hasta 42

dias. Ademas, se puede realizar sensibilidad 0 (.. 1. sacrec maiT 960
resistencia a rifampicina, isoniacida, pirazinamida.?
Limite de deteccion: < 10 UFC/mL

Técnicas de identificacion a partir del cultivo positivo

e Métodos inmunocromatograficos
Son metodologias rdpidas no basadas en la amplificacion molecular. Detectan el
antigeno MPT64, proteina excretada durante el crecimiento en cultivo especifica
del complejo M. tuberculosis.*

e Meétodos moleculares

- GeneXpert: permite detectar simultdneamente genes especificos del complejo

M. tuberculosis (MTBc) y resistencia a rifampicina por reaccion
de polimerasa en cadena (PCR) en tiempo real automatizado,
en menos de tres horas. La prueba Xpert MTB/RIF entrega
cuatro resultados semi-cuantitativos posibles, estableciendo

los siguientes rangos: “Muy escasa cantidad” (CT > 28), “Escasa

cantidad” (CT entre 22-28), “Moderada cantidad” (CT entre 16-
22) y “Elevada cantidad” (CT < 16) para la presencia de MTBc. > foto 2: GeneXpert
Limite de deteccion: 10-100 UFC/mL.

- BD MAX: plataforma molecular que combina el procesamiento de muestrasy la
PCR en tiempo real. El tiempo de informe es en el dia y brinda sensibilidad o
resistencia a rifampicina e isoniacida. 2
Limite de deteccidn: > 10 UFC/mL.

Esquema de tratamiento
El esquema de tratamiento estd constituido por la asociacion bactericida
compuesta por isoniacida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z) y etambutol (E).

Tratamiento de tuberculosis en pacientes con HIV/SIDA




El tratamiento de |la TBC es prioritario en estos pacientes respecto de la terapia
antirretroviral de gran actividad (TARGA), la que se indica en lo posible a las 2 semanas
de tratamiento antituberculoso cuando los CD4+ sean inferiores a 100 cel./uL, entre 4 y
8 semanas con recuentos entre 100y 200 cel./ uLy a partir de las 8 semanas cuando los
recuentos oscilen entre 200 y 350 cel./uL. Siempre debe incluir R, dado que existe un
aumento de la mortalidad en regimenes sin esta droga. No deben emplearse regimenes
intermitentes en pacientes con niveles de CD4 inferiores a 200 cel./uL (o si se

desconocen).?

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El diagndstico de VIH y tuberculosis en esta paciente afiade una complejidad
significativa a su caso clinico. Ambas enfermedades requieren un manejo cuidadoso y
continuo.

Para el VIH, es crucial que la paciente continte su tratamiento con la triple
terapia antirretroviral para suprimir la carga viral y mantener su sistema inmunoldgico
lo mas saludable posible. Esto ayudara a prevenir la progresién del VIH a SIDA y reducira
el riesgo de aparicion de enfermedades oportunistas y deterioro grave del sistema
inmunolégico.

En cuanto a la tuberculosis, el tratamiento antibidtico estandar es fundamental
para controlar la infeccion y prevenir su propagacién. Ya que al ser una paciente VIH
positiva y el cuadro recientemente diagnosticado de TBC disminuirian la cantidad de
linfocitos CD4+ importantes para su sistema inmunoldgico. También, es importante que
la paciente sea adherente al tratamiento, ya que la interrupcién puede llevar a la
resistencia a los medicamentos y complicar ain mas su condicién.

Dado que la paciente se encuentra en situacion de calle y presenta problemas
psiquidtricos, el seguimiento y la atencién continua es dificil de sobrellevar. Es
fundamental coordinar con servicios de salud comunitarios, albergues y programas de
asistencia social para asegurar que la paciente tenga acceso a un entorno estable que le

permita seguir su tratamiento adecuadamente.
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PERSPECTIVAS

A partir de los datos aportados a lo largo del caso clinico, se considera que

hubiese sido oportuno solicitar los siguientes estudios complementarios:

> Nueva radiografia de térax para evaluar cambios en las imagenes pulmonares y
detectar posibles lesiones nuevas o progresion de las ya existentes, dado el
cuadro clinico de la paciente. Debido a la coinfeccién con VIH, no se observarian
las cavernas tipicas de la TBC por la ausencia de macrdéfagos.

> UroTAC para investigar la causa de la hematuria, determinando si se debia a
pdlipos o a tuberculosis urogenital. Este estudio es esencial para descartar o
confirmar la TBC urogenital, que podria estar contribuyendo a la sintomatologia
de la paciente. Esto nos confirmaria si la paciente presenta una forma
diseminada de TBC.

> Cultivo de orina para B.A.A.R, la TBC urinaria requiere la recoleccidon de tres
muestras seriadas para un diagndstico preciso. Solo se pudo realizar una
muestra, lo cual fue insuficiente. Repetir este estudio es crucial para una
evaluacién completa.

> Hemocultivo micoldgico para histoplasmosis, aunque se realizd el antigeno
urinario para histoplasmosis, la alta frecuencia de esta patologia justifica la
necesidad de un hemocultivo micoldgico. Este estudio permitiria confirmar o
descartar una coinfeccidon por Histoplasma, que podria estar implicada en el
cuadro clinico de la paciente.

> Cuantificacién del ARN del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1)

y subpoblaciones linfocitarias para el seguimiento de su sistema inmune.

Lamentablemente, todos estos pedidos no se pudieron realizar ya que la

paciente se retird del efector sin el alta médica.
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Presentacion del caso clinico

Paci lino de 52 afios, con de fiebre intermitente, sudoracién profusa, pérdida de peso y esplenomegalia. Debido a
la naturaleza de los sintomas, se consider la posibilidad de una neoplasia mieloproliferativa (NMP). Refiere aumento del perimetro
abdominal. ELexamen fisico revel esplenomegalia dolorosa palpable, confirmada por tomografia.

Dada la sospecha de una LMC, se realizé un aspirado de médula ésea, citometria de flujo, y estudios moleculares y citogenéticos,
incluyendo la biisqueda del transcripto de fusion BCR:ABL p210 y mutaciones en los genes JAK2VITF, MPL y CALR

Introduccién g
La leucemia mieloide crénica (LMC) es una neoplasia mieloproliferativa (NMP), se | i uibnsssssssss
caracteriza por la presencia del cromosoma Philadelphia, que se forma por la translocacién . :
reciproca entre cromosomas 9 y 22, dando origen al gen de fusién BCR:ABL. Esta fusién
produce una proteina con actividad tirc
Los puntos de ruptura més frecuentes en ambos genes dan lugar a reordenamientos como
elaz, b2a2, b3a2 y e19a2, que originan las proteinas de fusién p190, p210 y p230, asociadas
principalmente a LLA, LMC y LNC, respectivamente. Sin embargo, también existen
reordenamientos menos comunes, como e6a2, e2a2y ela.

Resultados
13/08/22 RT-PCR para las isoformas p190 y p210
Hemogram del transcripto de fusion BCR:ABL

GB: 71.420/uL | GR: 2.680.000/uL | Hto: 28% | Hb: 7,0 g/dL | Plaq: 129.000/uL
L | /.| Hio: 28% | o/ | Plag; 129.000/u el i

FLR: Blastos 10% | Promieloc 2% | MI 6% | MM 5% | Mt 2% | NC 1% | NS 46% |
Eo 3% | Bas 5% | L11% | M 9% | GR nucleados/100GB 2

Call  Muestra pacont 14/08
Calle 2 Tostigo %0 positvo

15/08/22

Medulograma: Mostré médula hipercelular con 8.5% de mieloblastos. ™

Citometria de flujo reveld leucocitosis y basofilia, Colle & Muesira pacente 1418

16/08/22 ot tanseinenit

RT-PCR para BCR:ABL (isoforma p210): Resultado negativo. )

13/09/22 Tack

Estudios moleculares: PCR para mutaciones JAK2V617F, MPL y CALR negativas. Secuenciacion sanger r( . 7
del producto de amplificacion

20/09/22 e e
Examen citogenético: Deteccion del cromosoma Philadelphia (1(9;22)). I
217/09/22: : 5

/9% At \‘\

RT-PCR para BCR:ABL (isoformas p210 y p230): Resultados negativos. H W W I “M
SINLENTEUINY

RT-PCR para la isoforma pl90: Amplificacion de peso molecular atipico, no

compatible con pI90. wl

‘f‘ ‘(ﬂw"f il‘;“““)‘\“‘/h

Secuenciacion Sanger: Confirmacién de transcripto de fusién BCR:ABL atipico
ebaz s o ot s it

Discusidn y conclusiones

Un paciente con fiebre, sudoracién profusa, pérdida de pesoy por sospecha de oliferativa
(NMP). Los estudios iniciales mostraron leucocitosis y células inmaduras mieloides, sugiriendo NMP. Aunque la PCR cualitativa para
BCR:ABL p210 fue negativa, el estudio citogenético reveld la presencia del cromosoma Philadelphia. Se repitieron las PCR para
BCR:ABL, incluyendo isoformas menos frecuentes. La PCR para pi90 produjo un amplicon de peso molecular mayor al esperado, la
secuenciacién determing que :urresp\mdla al rearreglo BCR:ABL e6a2, un transcripto atipico. El tratamiento con Imatinib resultd en
respuesta el debe realizarse con RT-PCR cualitativa especifica debido a la naturaleza atipica
del rearreglo.

Perspectivas

Este caso clinico subraya la importancia del abordaje para el diagnéstico y de leucemia mieloide cronica

con rearreglo atipico e6a2. La presentacién clinica y los primeros \aboratorias sugirieron una neoplasia mieloproliferativa cronica, pero

los resultados iniciales negativos en la prueba molecular podrian haber desviado el diagnéstico. La colaboracién entre servicios

médicos y de laboratorio fue crucial para lograr un diagnéstico preciso y una terapia adecuada. Este caso resalta la necesidad de
yservicios para abordar les de enfermedades.

Monografia
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PRESENTACION DEL CASO CLINICO
Paciente de 52 afios consulta por cuadro de 3 semanas de evolucion de registros febriles
intermitentes con sudoracién profusa y temblores, asociados a pérdida de peso no
cuantificada. Refiere ademas aumento del perimetro abdominal y dolor con predominio en
fosa lumbar e hipocondrio izquierdo en forma progresiva en las Ultimas semanas.
Se le realiza un hemograma completo con frotis de sangre periférica y un examen fisico
donde se constata esplenomegalia dolorosa palpable. En la tomografia de alta resolucidn se
observa esplenomegalia e hipertrofia del I6bulo caudado del higado.
Por el cuadro se sospecha de neoplasia mieloproliferativa crénica.
En base a esa sospecha se realiza un aspirado de médula dsea para realizar distintos estudios
de laboratorio. Por un lado se realiza citometria de flujo para evaluar las poblaciones
celulares de la médula. También se realiza por biologia molecular la busqueda del transcripto
de fusién BCR::ABL p210 asi como la detecciéon de mutaciones de los genes Jak2V617F, MPLy
CALR. Ademas se le realiza un examen citogenético para buscar posibles alteraciones

asociadas al cuadro.



RESULTADOS
15/08/22: Medulograma y Citometria de Flujo
e Medulograma:
- Descripcion: Médula hipercelular con hiperplasia mieloide. Predominio de
elementos maduros con 8,5% de mieloblastos. Basofilia.

e Citometria de flujo (Tabla 1):

Serie roja nucleada 2,5%
Granulocitos neutrofilos 71,5%
Eosindfilos 2,5%
Basofilos 11,5%
Linfocitos 4%
Células inmaduras mieloides 8%

Tabla 1: Citometria de flujo de aspirado de médula ésea.

16/08/2022: RT-PCR para el transcripto de fusion BCR::ABL (isoforma p210):

- Resultado: Negativo

13/09/22: Estudios moleculares
e PCR para deteccion de la mutacién JAK2V617F:
- Resultado: Negativo
e PCR para deteccion de las mutaciones en el gen MPL (MPLW515L/K):
- Resultado: Negativo
e PCR seguida de secuenciacién para deteccion de mutaciones del gen CALR:

- Resultado: Negativo.

20/09/22: Examen citogenético
e Cariotipo: 46,XY, ?inv(5)(p13913),t(9;22)(934;911)(20)

- Conclusiéon: deteccion de cromosoma Philadelphia



27/09/22: Estudios moleculares complementarios

® RT-PCR para las isoformas p210 y p230 del transcripto de fusion BCR::ABL:
- Resultado: Negativo.

® RT-PCR para laisoforma p190 del transcripto de fusion BCR::ABL:
- Resultado: Se detecta un amplificado de peso molecular atipico, no

compatible con la isoforma p190 (p190 negativo).
Secuenciacién sanger del producto de amplificacion:

- Resultado: Deteccion molecular de transcripto de fusién BCR::ABL atipico

eba?2.



MARCO TEORICO
Las neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMP) incluyen un grupo de hemopatias clonales
intimamente relacionadas que comparten numerosas caracteristicas. La célula diana de Ila
alteracion clonal es la célula madre hematopoyética o célula madre (stem) mieloide vy, por
tanto, existe afectacion de las lineas granulocitica-monocitica, eritroide y megacariocitica.
Inicialmente, todas presentan una proliferaciéon incrementada y maduracion de las tres lineas
en la médula ésea y sangre periférica (panmielosis), aunque con predominio especifico de
una linea en cada enfermedad concreta. Suelen cursar con esplenomegalia y, en menor
grado, hepatomegalia, ocasionadas por el secuestro celular y por el desarrollo de

hematopoyesis extramedular.

Las NMP son enfermedades crdnicas, con una historia natural larga, que en el curso de su
evolucion pueden sufrir una progresién a fases mas agresivas que terminan en fallo medular
debido a mielofibrosis o se transforman en leucemia aguda. En la fase de transformacién
surgen alteraciones genéticas adicionales, aumento de la esplenomegalia y aparicién de
células blasticas. A veces existe solapamiento en el curso clinico de estas patologias, lo que
puede dificultar el diagndstico. Afectan sobre todo a adultos entre los 50 y los 70 afios de

edad, y su incidencia oscila entre 6-10 casos por cada 100.000 habitantes/afio.

Clasificacién

Durante décadas las NMP se han clasificado segun las caracteristicas fenotipicas de la
proliferacion celular predominante, considerando las siguientes entidades “cldsicas”:
eLeucemia mieloide crénica (LMC): proliferacion granulocitica.

ePolicitemia vera (PV): proliferacién eritroide.

eTrombocitemia esencial (TE): proliferacion megacariocitica.

eMielofibrosis primaria (MFP): proliferacion megacariocitica asociada a proliferacion
fibroblastica reactiva.

Segun la clasificacidon de la Organizacion Mundial de la Salud, que se basa en la integracidn
de datos morfoldgicos (citologia e histologia), inmunofenotipicos, moleculares vy
citogenéticos se distinguen las NMP con cromosoma Philadelphia (Ph) positivas (LMC) y las
Ph negativas (PV, TE, MFP, leucemia neutrofilica crénica (LNC), leucemia eosinofilica crénica,
leucemia mielomonocitica crénica juvenil y otros neoplasmas mieloproliferativos no

especificados).



Leucemia mieloide crdnica

La leucemia mieloide crdénica es una neoplasia mieloproliferativa, constituye el 15% de las
leucemias del adulto y tiene una incidencia de 1-2 casos cada 100.000 personas por afio.
Aunque se puede presentar en cualquier grupo etario, la mediana de la edad para el
comienzo de la enfermedad es de 67 afios.

Aunque alrededor de un 50% de los pacientes resulta asintomatico al momento del
diagnéstico, los sintomas generales (pérdida de peso, sudores nocturnos), esplenomegalia y
hepatomegalia son los sintomas que predominan inicialmente.

Se caracteriza por la presencia del cromosoma Philadelphia, que se forma por la
translocacion reciproca entre los cromosomas 9 y 22, dando origen al gen de fusidn
BCR::ABL. El producto de este gen es una proteina que tiene actividad tirosina-kinasa
constitutiva y conduce a la desregulacién del ciclo celular.

Los puntos de ruptura mas frecuentes en el gen BCR ocurren en los exones: 1(el), 13(b2),
14(b3) y 19(e19) y el punto de ruptura en el gen ABL habitualmente se produce en el exén
2(a2), generando reordenamientos ela2, b2a2 o b3a2 y el e19a2. Los productos de estos
reordenamientos corresponden a proteinas de fusion de peso molecular 190 kD
(denominada p190), de 210 kD (p210) y de 230 kD (p230), cada una de las cuales esta
asociada principalmente a la LLA, LMC y LNC, respectivamente. Existen otros puntos de
ruptura que dan lugar a reordenamientos infrecuentes como e6a2, e2a2, ela3.

El curso clinico y bioldgico de la LMC transita tres etapas: fase crdnica, fase aguda vy crisis
blastica.

Aproximadamente 80-90% de los casos se presentan inicialmente en fase crénica, y de no
instalarse el tratamiento se estima que transcurren aproximadamente 3 a 5 afios para la
transformacién a fases avanzadas.

Procedimiento diagndstico

La enfermedad se identifica mediante el examen clinico y el andlisis de la sangre periférica.
En el hemograma se destaca la leucocitosis con desviacion a la izquierda, es decir presencia
de elementos inmaduros de serie granulocitica con predominio de mielocitos vy
metamielocitos.

La confirmacién del diagndstico se obtiene constatando la presencia del cromosoma Ph
utilizando diferentes técnicas citogenéticas y/o por analisis moleculares que detectan al gen

de fusion BCR::ABL1 y sus isoformas.



Estudio citogenético

El estudio citogenético por bandeo G se efectla en médula désea. Se recomienda su
utilizacion antes de iniciar tratamiento y hasta obtener la respuesta citogenética completa.
En el 95% de los casos se detecta el cromosoma Ph producido por la translocacién reciproca
de los cromosomas 9y 22 ( t(9;22) (934;911) denominada translocacion clasica). El clon Ph
positivo puede adquirir nuevas alteraciones citogenéticas, fendomeno conocido como
evolucion clonal que estd asociado con progresién de enfermedad.

En el 5% restante puede no detectarse el Ph aunque exista la fusién BCR::ABL1 (Ph
enmascarado), resultado de translocaciones variantes que involucran otros cromosomas
ademas del 9 y 22. En este caso, la confirmacién del diagndstico depende de la deteccion del
BCR::ABL1 por otros métodos mas especificos y sensibles (FISH y RT-PCR).

FISH (HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE)

La técnica emplea sondas locus especificas y permite detectar el 100% de las fusiones
BCR::ABL1, aunque no identifica el tipo de transcrito y puede realizarse en muestras de
sangre periférica. Resulta de gran utilidad cuando el estudio citogenético por bandeo G no es
concluyente.

Estudio molecular BCR::ABL1 cualitativo (RT-PCR) y cuantitativo (QRT-PCR)

El estudio cualitativo para la deteccién de los transcriptos de fusiéon BCR::ABLP210-P190-P230

consiste en una retrotranscripcion de los ARN mensajeros presentes en sangre periférica
seguida de reacciones de PCR especificas para cada isoforma. Estas reacciones son utilizadas
para diagndstico de LMC y algunos tipos de leucemia aguda.

La gRT-PCR cuantifica el nimero de copias del reordenamiento BCR::ABL1 con alta
sensibilidad, para los rearreglos b2a2 [e13a2], b3a2 [e1l4a2] de la isoforma p210, ela2 dela
isoforma p190 y el9a2 de la isoforma p230. Debido a estas limitaciones es necesario
identificar el rearreglo molecular del gen de fusién al momento del diagndstico para el
correcto monitoreo de la enfermedad minima residual y asi evitar posibles falsos negativos.
Tratamiento

En la actualidad existen diferentes inhibidores de tirosin quinasa (ITKs) aprobados como
tratamiento de primera linea para pacientes con leucemia mieloide crénica en fase crénica:
Imatinib es el de primera generacién y Bosutinib, Dasatinib y Nilotinib que son de segunda

generacion. El Ponatinib es de tercera generacion y se utiliza en la segunda linea de



tratamiento en caso de falla en el tratamiento con los anteriores, pero se debe evaluar el
riesgo cardiovascular del paciente debido a los posibles efectos secundarios cardiovasculares
asociados con el medicamento.
El objetivo del tratamiento es lograr una calidad de vida éptima, evitar toxicidad a largo plazo
y lograr la respuesta molecular completa y sostenida para considerar la posibilidad de
discontinuar el tratamiento con ITK para llegar a lo que se conoce como “remisién libre de
tratamiento”.
Seguimiento
Es fundamental que el paciente sea controlado para evaluar la adherencia, la respuesta al
tratamiento y para detectar tempranamente la pérdida de respuesta que puede llevar a una
recaida. Se evalua:
- Respuesta hematoldgica
Hemograma completo de sangre periférica cada 2 semanas hasta la respuesta
hematoldgica completa, luego se realiza mensualmente durante 3 meses y
finalmente cada 3 meses.
Definicion de respuesta hematolégica completa:
- Gldébulos blancos: menos de 10.000/mm?
- Plaquetas: menos de 450.000/mm?
- Desaparecen las células inmaduras
- Sin sintomas clinicos de la leucemia (incluida la esplenomegalia)

- Respuesta citogenética

Respuesta citogenética mayor: Menos de 35% de células Philadelphia
positivas en médula ésea.
Respuesta citogenética completa: Philadelphia negativo en médula ésea.

- Respuesta molecular:

Respuesta molecular mayor: Relacién BCR-ABL/ABL entre 0,01-0,1%

Respuesta molecular completa: BCR-ABL indetectable (menor a 0,01%).



DISCUSION Y CONCLUSIONES
El paciente se presenta con fiebre, sudoracién profusa, pérdida de peso, esplenomegalia.
Estos sintomas son comunes en las neoplasia oncohematoldgicas, por lo que es importante
seguir una serie de pasos légicos y ordenados para identificar la enfermedad subyacente.
El examen fisico permite evaluar la presencia de signos clinicos relevantes para reducir el
espectro de diagndsticos posibles. La presencia de esplenomegalia y hepatomegalia permitio
sospechar ain mas de un proceso neoplasico mieloproliferativo (NMP).
La evaluacidén inicial del hemograma mostré anomalias como leucocitosis y presencia de
células inmaduras mieloides, orientando hacia una posible NMP. Estos hallazgos se
correlacionaron con lo observado en el medulograma por lo cual se realizaron estudios
moleculares y citogenéticos que permitieran confirmar el diagnéstico.
Debido a que la NMP mads frecuente es la LMC se solicitdé una PCR cualitativa para la
deteccion de BCR::ABL p210 resultando negativo. Por este motivo a continuacién se le
realizaron estudios moleculares para detectar mutaciones en JAK2, MPL y CALR, para
descartar o confirmar alguna de las NPM Ph negativas (Policitemia Vera, Mielofibrosis
Primaria y Trombocitemia Esencial). Los ensayos dieron negativos.
Por otro lado, el estudio citogenético detectd la presencia del cromosoma Ph, motivo por el
cual se decidié repetir la RT-PCR para BCR::ABL p210 y sumar las isoformas menos frecuentes
p190 y p230. El rearreglo que da origen a la isoforma p210 nuevamente resultd negativo asi
como p230. En la reaccion para p190 se obtuvo un amplicon de mas de 1000 pb que no
coincidid con el peso molecular esperado para p190. Ante esta discordancia de pesos
moleculares y con el resultado del estudio citogenético se realizé la secuenciacién del
amplicén y se determind que correspondia al transcripto de fusion BCR::ABL e6a2, un
rearreglo atipico.
La razdén por la que se pudo obtener el amplicén con rearreglo e6a2 usando la RT-PCR para la
p190, se debe a que la secuencia diana a la que se unen los primers estd presente en la
secuencia del rearreglo e6a2. Esto resulta de suma importancia para el seguimiento.
Luego de iniciar tratamiento con Imatinib, el paciente alcanzé respuesta hematolégica vy
citogenética. Si bien la técnica estandar para medir enfermedad residual minima y evaluar la
respuesta terapéutica es la qRT-PCR, ésta no puede emplearse en este caso, ya que la misma

solo detecta los rearreglos tipicos (b2a2 y b3a2), por lo tanto el control del tratamiento se



debe realizar utilizando los primers empleados en la técnica de RT-PCR cualitativa para

BCR::ABLP*,



PERSPECTIVAS

En este caso clinico se destaca la importancia del abordaje interdisciplinario en el diagndstico
y manejo de una leucemia mieloide crénica con un rearreglo atipico e6a2. El diagndstico
inicial fue complejo, ya que si bien la presentacién clinica y los primeros laboratorios
orientaban a una posible neoplasia mieloproliferativa crénica, los resultados iniciales
negativos en la prueba molecular pudieron desviar el diagndstico. Sin embargo, la
colaboracidén entre los diferentes servicios asistenciales médicos y de laboratorios permitié
llegar a un diagndstico preciso y a la implementacién de un tratamiento adecuado.

Es de destacar la importancia de contar con profesionales formados y servicios asistenciales
capacitados para resolver casos complejos que escapan a la presentacién cldsica de una

patologia.
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Introduccién:

El dengue es un arbovirus, familia Flaviviridae, que se
transmite por la picadura de los mosquitos Aedes
aegypti y Aedes albopictus. Este mosquito normalmente
se presenta en zonas urbanas, con una temperatura
media entre unos 20-25°C. Virus
La infeccién por el virus dengue se caracteriza por e e e
sintomas como: fiebre, dolor 6seo, de cabeza, y
articulares, pérdida del apetito y dolor retro-ocular.

En algunos casos las manifestaciones de la infeccion se
agravan y el paciente puede presentar: sangrado en las
encias, hematuria, hematomas y dolor abdominal
persistente. Se asocian a cuadros febriles prolongados y o v

mayor decaimiento.

Durante estos Uiltimos afios se observé un aumento en

laincidencia y la mortalidad de este virus. B

Gréfico 2: Distribucién proporcional e serotipos en
viaje.
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por Grafico 5: Incidencia acumulada y mortalidad
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Gréfico 6: 1212 en la ciudad de Rosario.

Conclusién:segun los datos expuestos en este trabajo podemos concluir que hubo una suba exponencial de los casos de dengue
con respecto a otras temporadas.El grupo etario més prevalente es en los casos es de entre 20-28 aiios. Esto puede deberse a que este
grupo tiene mayor actividad con respecto a otros grupos etarios. En cambio, el grupo etario con mayor tasa de mortalidad es el de +80
afios, esto puede deberse a las comorbilidades, que estan més presentes en este grupo que en otros.

Prevencién: El aumento de casos conlleva a que tengamos que tomar medidas para disminuir al minimo los casos y asi evitar
mayores muertes por dengue. El Aedes aegypti y Aedes albopictus son vectores hogarefios, por lo tanto, es necesario evitar todo tipo de
agua estancada en las casas para no generar criaderos. Tambien puede se puede hacer uso de repelentes y de mosquiteros para evitar
elingreso del mosquito a las casas.

Si bien existe la vacuna (Qdenga) y las fumigaciones que se realizan en focos de casos, es importante no sustituir las medida
individuales.

Descargar el poster completo https://hdl.handle.net/2133/29346
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Presentacion:

En el siguiente trabajo se describe la patologia del dengue: su etiologia y formas de
presentacion clinica; metodologia de diagndstico segun el Sistema Nacional de Vigilancia de
la Salud (SNVS*°) y epidemiologia a través del tiempo en la argentina, junto a las perspectivas

de crecimiento de casos en los uUltimos afios y su posible explicacién.

Marco tedrico:

Etiologia:

Los arbovirus son aquellos virus que son transmitidos por artrépodos hematdéfagos.

En el caso del Dengue (Zika y Chikungunya, también) es transmitido por mosquitos del
género Aedes, de especies Aegyptiy Albopictus (con predominancia en el primero).

Este virus es de la familia de los flavivirus y tiene 4 serotipos: DEN 1, DEN 2, DEN 3 y DEN 4.
La infeccidn primaria confiere inmunidad contra el primer serotipo de dengue de forma
permanente.

Presentacidn clinica:

Existen 3 formas de presentacidn de la enfermedad: Asintomatico, Dengue cldsico (en el cual
no hay complicaciones) y Dengue grave.

Afecta exclusivamente a humanos y cualquiera de ellos puede causar formas graves, aunque
se ha descrito que los serotipos 2 y 3 tienen mayor relacién con dichas formas. Ademas, la
infeccidon del dengue con un serotipo diferente al primero tiene mas posibilidad de llevar a
una infeccion grave.

El dengue clasico se caracteriza por fiebre, puede existir dolor muscular y articular, cefalea,
dolor retro-orbitario, astenia, exantema predominantemente maculo-papular con o sin
prurito, discreto dolor abdominal, nduseas y vémitos. En un porcentaje significativo de
pacientes existe diarrea, en general pastosa y de baja frecuencia. En esta etapa es
caracteristica la postracion vinculada a estos sintomas.

Los sintomas del dengue grave suelen presentarse cuando desaparece la fiebre. Son los

siguientes:

e dolor abdominal intenso
e vomitos persistentes
® respiracion acelerada

e hemorragias en las encias 6 nariz



® cansancio

® agitacién

e vomitos o heces con sangre
e sedintensa

e piel pdliday fria

o debilidad general

Es por eso que debe llevarse un buen control de la evolucidn del paciente ya que la forma

grave puede derivar a un shock o a la falla multiorganica, y consecuente muerte del paciente.

En cuanto a la deteccidn de la enfermedad segln el SNVS*© :

Debera notificarse un caso de Dengue Sospechoso en el SNVS2? -en forma inmediata-, toda vez que un laboratorio obtenga o reciba una
muestra para el estudio de infeccion por virus dengue. Si el laboratorio notificador no realizara el estudio, debera derivarla al referente
provincial a través del SNVS 2.0

CRITERIOS DE SELECCION DE METODO DE DIAGNOSTICO

Si la muestra es obtenida entre los 0 a 3 Si la muestra es obtenida entre los 4 a 6 DIAS Si la muestra es obtenida con 7 o0 MAS DIAS

DIAS de evolucion desde el inicio de la fiebre de evolucion desde el inicio de la fiebre combi- de evolucion desde el inicio de la fiebre

estudiar por métodos directos (NS1, PCR, nar un método indirecto (IgM) y al menos uno estudiar por métodos indirectos (IgM,

Aislamiento viral). directo (NS1, PCR, Aislamiento viral). Neutralizacion con Panel de Flavivirus).
Resultados:

Epidemiologia en Argentina:

Los datos epidemioldgicos tomados del “Boletin Epidemioldgico Nacional” se realizan desde
la semana 31 del afio anterior hasta la semana 31 del afio siguiente. Este trabajo se realizé
con el “Boletin Epidemioldgico Nacional” de la semana 20 del 2024. Es decir, se describen los

datos desde la semana 31 del 2023 hasta la semana 20 del 2024.

En el siguiente gréfico se puede observar una aparicion de los casos de dengue a partir de la
semana 43 y van en aumento hasta su pico en las semanas 12 y 14 con un promedio de casos

registrados de 58.647 semanales.



Grdfico 1: Casos de dengue por semana epidemioldgica. Argentina

Si comparamos los casos acumulados en las ultimas temporadas podemos observar que hay
un gran aumento de los casos a medida que pasan las temporadas y un aumento muy grande
de casos en la temporada actual con respecto a las anteriores. Los casos acumulados hasta
ahora (de esta temporada -2023/2024-) representan 3,35 mas que lo registrado en el

periodo -2022/2023-y 8.12 mas que la temporada -2019/2020-

505189

,,,,,,,,

Temporada

Grdfico 2: Casos acumulados de dengue por temporada.

En el grafico 3 se puede observar los datos de los casos por semana de cada temporada. Se
observa que los casos empiezan a aparecer ya mucho antes en la temporada -2023/2024-
(semana 43 del afio 2023) con respecto a las temporadas anteriores: semana 51 del afio

2015 (temporada -2015/2016-), semana 6 del afio 2020 (temporada -2019/2020-) y semana
9 del afio 2023 (temporada -2022/2023-).
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Grdfico 3: Casos totales por semana epidemioldgica (incluye autoctonos, importados y en investigacion) en temporadas

epidémicas. Argentina

Con respecto a la distribucion etaria, los datos conducen a que gran parte de los casos recaen
en los adultos jovenes (edad:20-28 afios), teniendo este grupo la mayor tasa de incidencia
cada 100000 habitantes. En cambio, con respecto a la morbilidad de la enfermedad, el grupo
etario con mayor tasa de morbilidad cada 100000 habitantes es el de los ancianos mayores

de 80 afios.

)0mil hab,

[
Mortalidad ¢/1

Grdfico 4: Incidencia acumulada y mortalidad cada 100.000 habitantes segtin grupo de edad.

En cuanto a los serotipos predominantes sélo se encontraron personas con la enfermedad
con los serotipos DEN 1, DEN 2 y DEN 3, con mayor predominio con el serotipo 2, seguido del

1y pocos casos del serotipo 3.
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Grdfico 5: Distribucién proporcional de serotipos en casos sin antecedente de viaje. Argentina (n=17701)

Si observamos los datos de personas fallecidas con comorbilidades podemos inferir que la
mas frecuentes son las enfermedades cardiacas, seguida de diabetes y obesidad. Estos datos
se obtuvieron de 124 de personas fallecidas. En el siguiente gréfico, el nimero de individuos

es mayor ya que se tuvo en cuenta que hay personas con mas de una comorbilidad.
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Enfermedad oncohematol
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Grdfico 6: Comorbilidades en casos fallecidos(n=208)

Epidemiologia en Santa Fe y Rosario:

En cuanto a Santa Fe se describen los casos hasta la semana 20 segun el boletin

epidemioldgico de dicha provincia.

En Santa fe se observd que en la semana 15 del 2024 el pico de los casos de dengue con una
cantidad total de 5712 de casos reportados, seguidos de la semana 14 con 5514 casos y la

semana 10 con 5126 casos.
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Grdfico 7: Casos segun la semana epidemiolégica. Santa Fe, Argentina.

Con respecto a la distribucidn de casos en la provincia de Santa Fe, se registré que el
departamento de Rosario representa un 48%, La Capital 10%; Castellanos 9%; Las Colonias y

San Cristobal 5% respectivamente, entre los mas afectados.

Constitucion

San Javier

Vera

Garay

Caseros

General Lopez
Belgrano

Iriondo

General Obligado
San Justo

9 de Julio
San Jerénimo

San Martin

Departamento

San Lorenzo
Las Colonias
San Cristobal
Castellanos
La Capital
Rosario 26175

0 2000 4000 6000 8OO0 10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000 24000 26000 28000

Cantidad de casos

Grdfico 8: Distribucion de casos segtn departamento de Santa fe hasta la semana 20.

Si nos enfocamos en Rosario, el primer foco importante se dio a fin de afio en el barrio Toba
de Rouillon (zona oeste) y en enero en barrio Banana y en Empalme Graneros. El virus se
extendio hacia el barrio Los Pumitas y luego mas hacia el norte. Con el correr de las semanas
se instald en el sur de la ciudad y ya de ahi abarcé casi todo el territorio, con un pico en la

semana 10.
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Grdfico 9: Mapa de calor de los casos de dengue en las semanas 7y 8y 11y 12

Discusion y conclusiones:

Segln los datos expuestos en este trabajo podemos concluir que hubo una suba exponencial
de los casos de dengue con respecto a otras temporadas. Ademas, se puede observar que los
€asos empezaron a aparecer en nuestro pais muchas semanas antes que en otras

temporadas.

El grupo etario mas prevalente es en los casos es de entre 20-28 afios. Esto puede deberse a
que este grupo tiene mayor actividad con respecto a otros grupos etarios. En cambio, el
grupo etario con mayor tasa de mortalidad es el de +80 afios, esto puede deberse a las
comorbilidades, que estan mas presentes en este grupo que en otros. Y en cuanto a las
comorbilidades, las que estdn asociadas mayormente a la muerte por este virus son las

enfermedades cardiacas. Esto es causa de las hemorragias (evidenciada en la presentacién



clinica del dengue grave), haciendo que el aparato cardiovascular quiera compensar esas

pérdidas, agravando el cuadro y pudiendo producir la muerte.

El pico de casos en Santa Fe coincide con el pico de casos en Argentina. Los casos de Santa Fe
se concentran principalmente en Rosario. Esto es debido a la gran urbanizacién que tiene

este departamento con respecto a los demas y la gran densidad de personas que habitan alli.

Si hablamos en cambio de Rosario, el pico no coincide exactamente con el mayor que se da

en Argentina pero si coincide con uno de los dos picos de casos que se registran en Santa Fe.

Perspectivas:

Si tomamos los datos epidemioldgicos a través del tiempo, podemos observar que hay un
crecimiento de los casos de dengue. Esto conlleva a que tengamos que tomar medidas para

disminuir al minimo los casos y asi evitar mayores muertes por dengue.

Una de ellas es seguir controlando al vector. El aedes aegyptis conocido como el mosquito
“hogareno” por sus habitos domiciliarios. Es de color oscuro con franjas y manchas blancas y
se cria en recipientes con agua. Por eso es necesario evitar todo tipo de agua estancada en

las casas para no generar criaderos.

Para evitar las picaduras se debe usar repelente contra insectos, colocar mosquiteros en
puertas y ventanas y utilizar repelentes ambientales como tabletas (interior) y espirales
(exterior). Hay que tener en cuenta que hay que tener mayor cuidado con personas con una

comorbilidad previa y embarazadas.

En cuanto a las medidas de salud publica, en Argentina, hay una vacuna que ya estd
aprobada por ANMAT: Qdenga. Es una vacuna a virus vivo atenuado del serotipo DEN2 (que
es el serotipo con mas incidencia), al que se afiade ADN de los otros tres serotipos para
proteger contra cualquiera de los cuatro tipos de dengue. Esta vacuna esta dirigida a aquellas
personas que vivan en zonas endémicas y/o hayan sido infectadas por primera vez. También,
se realizan fumigaciones en focos donde se detectan muchos casos, para acabar con el
vector. Es importante tener en cuenta que estas medidas no reemplazan a las medidas

individuales.



En cuanto a la deteccién del virus, en mi experiencia en el Hospital "Intendente Gabriel
Carrasco"no se encontraban disponibles los Kits para la deteccidn del antigeno NS1 o para
detectar anticuerpos anti-virus del dengue por ELISA (segun los dias después de iniciados los
sintomas). Por ello, a las personas que presentaban fiebre sin foco, se los derivé al
laboratorio por sospecha de Dengue donde se tomd una muestra de sangre para la
realizacién de enzimas hepaticas y hemograma. Al diagndstico se arribaba si el paciente
cumplia con los siguientes criterios: transaminasas (GOT/GPT) elevadas, leucopeniay
plaquetopenia. También podria acompafarse de un hematocrito elevado. Una vez tratados y

curados se les realiza un control donde se vuelven a medir estos parametros.

Si se produce un caso grave se le realiza un seguimiento de estos parametros para ver su

evolucion.

Pe rspectivas a futuro:

Una explicacién posible de la suba de casos y que estos hayan empezado semanas antes que

otras temporadas, es que haya un cambio en el vector que lleva este virus.

Se ha demostrado en estudios que el mosquito Aedes aegypti se estd adaptando a las
temperaturas de la primavera e incluso del frio; por ende, estos transmiten el virus adn en
presencia de bajas temperaturas. Se observd en el estudio “New records of Aedes aegypti at
the southern limit of its distribution in Buenos Aires province, Argentina” del 100% de los
mosquitos estudiados que a 16°C sobrevive el 88%; a 14°C lo hace el 82%, y a 12°C la

supervivencia es del 22%.

Recordando que el vector vive en condiciones de altas temperaturas, tales como las que se
producen en verano. Esta adaptacién representa un problema para la transmision de la
enfermedad del virus del Dengue asi como de otras enfermedades tales como Zika y
Chikungunya, ya que el vector es aun mas resistente a las bajas temperaturas. Por lo cual

podemos encontrar a Aedes aegypti todo el afio.
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PRESENTACION DEL CASO CLINICO

Mujer de 24 afios, sin antecedentes de enfermedades crdnicas conocidas, cursando

mes numero dos en su segundo puerperio, ingresa al Hospital Provincial del

Centenario traida por familiares por un cuadro de 24 horas de evolucion caracterizado

por alteraciones conductuales (agresividad, irritabilidad y llanto), mio-artralgias a

predominio de miembros inferiores y dolor abdominal. Al ingreso se constaté registro

febril de 38,3°C, por lo que se decidié su internacion. Al examen fisico se encontraba

orientada globalmente, movilizaba espontaneamente las cuatro extremidades, no

impresionaba signos meningeos, siendo el resto de examen fisico de dificil evaluacion

por el estado de excitacidén de la paciente.
RESULTADOS

Laboratorio de ingreso (16/02/2024)

Hemoglobina: | Hematocrito: | GB (4000-10000): | Plaquetas (150000- Glucosa (70- Urea (20-45):
13.3 gr/dL 38 % 5340 /mm?3 300000): 254000/mm?3 | 110): 88 mg/dL | 22 mg/dL
Creatinina Na* (135- K* (3.5-5.0): 3.24 | CI-(95-110): 97 Calicio total Fosfatemia
(0.50-0.90): 145): 136 mEq/L mEq/L (8.1-10.4): 9.4 | (2.5-4.5):3.8
0.74 mg/dL mEqg/L mg/dL mg/dL
Mg?*: 2.1 PCR: 10.1 CPK (24-195): LDH (230-460): 258 TP: 10.4 seg KPTT: 27 seg
mg/dL mg/L 922 Ul/L Ul/L
RIN: 1.03 Bil T: 0.30 TGO (<31): 94 TGP (<32): 111 UI/L FAL: 77 GGT: 23
Ul/L
Laboratorios de internacion
18/02 19/02 22/02 26/02 Valores de referencia

Leucocitos: Leucocitos: Leucocitos: Leucocitos: (4.000 - 10.000)/mm?3

2.580/mm? 3.320/mm3 5.990/mm3 10.850/mm?3

Plaquetas: Plaquetas: Plaquetas: Plaquetas: (150.000 - 300.000)/mm3

246.000/mm3

263.000/mm?

338.000/mms3

416.000/mm3

Potasemia: Potasemia: 3,0 | Potasemia: 3,24 Potasemia: 3,94 (3.5-5.0) mEq/L
3,36 mEqg/L mEq/L mEq/L mEq/L

GOT: 53 UI/L <31UIL

GPT: 68 UI/L <32 UIL

CPK: 603 UI/L CPK: 161 Ul/L (24-195) UI/L

Laboratorios complementarios:

- Ac a-T. pallidum (16/02/2024): Reactivo.
- V.D.R.L (16/02/2024): Reactiva 4 dils.




Pruebas séricas Dengue (17/02/2024): Ag NS1 reactivo. IgM e IgG no
reactivas.

Se realizé RT-PCR multiplex en suero (17/02) con resultado detectable para
DENV-1 DENV-2. A su vez se realizo PCR simplex con el fin de confirmar la
co-infeccion con DENV-1 y DENV-2 obteniendo resultados detectables para
ambos.

PCR virales séricas Zika - Chikungunya (17/02/2024): no detectables.
Hemocultivos x2 (17/02/2024): negativos finalizados.

Puncién lumbar LCR (17/02/2024) posicion sentada: presion
apertura no se pudo tomar. Limpido, incoloro, proteinorraquia 0.52 g/L,
Glucorraquia 0.97 g/L (Glicemia capilar 89 mg/dL), Pandy 1+, Elementos

200, PMN 92%, Tinta china negativo y VDRL no reactivo.

* Gérmenes comunes directo y cultivo: negativo finalizado.

* Pruebas moleculares para virus comunes:

Citomegalovirus, Virus de Epstein Barr, Virus del Herpes

Simplex | y |IlI, Virus Varicela Zoster y Enterovirus no
detectables. RT-PCR multiplex detectable para DENV-1 y
DENV-2.

Interconsulta con neurologia (18/02): A las 48 horas de internacion,
intercurre con alteracion de movimientos oculares sacadicos, disartria
severa, dismetria de cuatro miembros asi como ataxia de tronco y en la
marcha.

Se realiza Resonancia magnética instantanea (RMI) de craneo con
contraste: impresiona sutil hiperintensidad de ambos pedunculos
cerebelosos medios en secuencia
Flair y T2, con hipersenal en Difusion
y caida de la sefial en ADC a
izquierda, interpretando el cuadro

como sindrome cerebeloso

Figura 1. RMI de crdneo con contraste realizada el dia 22/02/24 secu nda rl oa I nfeCCIén d I re Cta por

dengue (Figura 1).

Serologia para dengue en muestra pareada (27/02): Ac IgG y Ac IgM:



Positivo; Ag NS1: Negativo.

Prueba Gold Standard de Neutralizacion en muestras pareadas (27/02): en
el laboratorio de referencia nacional de enfermedades virales “Instituto
Nacional de Enfermedades Virales Humanas Dr. Julio I. Maiztegui” donde se
procesO el par serologico por prueba de neutralizacion para panel de
Flavivirus, sin detectar anticuerpos neutralizantes en ninguna de las muestras
para dengue 4, encefalitis de San Luis, West Nile, Fiebre Amarilla ni Zika. Se
detectaron anticuerpos neutralizantes en alto titulo con seroconversion para
los virus dengue 1 y 2 con un minimo cruce serolégico, mostrando un patron

primario de respuesta inmune”.

Evolucion

16/02 al 29/02: La paciente cursoé internacidon en sala general, para control de
parametros tanto hemodinamicos como bioquimicos y rehabilitacion motora,
evolucionando favorablemente, con requerimiento de ayuda de terceros para
movilizarse y aseo personal, con mejoria de las alteraciones conductuales,
persistiendo el sindrome cerebeloso.

29/02: Se le da el alta de internacidn, continuando con rehabilitacién de manera
ambulatoria.

16/03: Concurre a control donde se evidencia escasa mejoria de la
sintomatologia. En la exploracién fisica, persistia con disartria escandida
moderada, limitacion en la abducciéon de ambos ojos, con movimientos
sacadicos hipométricos. Ademas, continuaba presentando dismetria de las
cuatro extremidades, asi como ataxia de la marcha, sin presentar otras
alteraciones neurolégicas.

16/03: Se realiza RMI de craneo de control en la cual se evidencia resolucion

ad integrum de las lesiones descritas inicialmente en la figura 1.

MARCO TEORICO

Virus Denque

El virus del dengue (DENV), perteneciente al género Flavivirus de la familia

Flaviviridae, es un patdgeno que representa una creciente amenaza para la salud

publica en América Latina. Causa una enfermedad viral aguda que se manifiesta con

un amplio espectro de sintomas, desde cuadros febriles leves hasta formas graves.



Es un virus envuelto cuyo genoma esta constituido por un solo segmento de ARN de
cadena simple y polaridad positiva, de aproximadamente 11 kb. El genoma viral
expresa un precursor polipeptidico que a través de procesamientos co- y post-
traduccionales produce las proteinas estructurales (C-prM-E) y no estructurales (NS1-
NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5). Las propiedades inmunoldgicas y antigénicas
del virus estdn dadas principalmente por los antigenos E (glicoproteina de la
envoltura, contra la cual se generan los anticuerpos neutralizantes) y NS1
(glicoproteina no estructural 1, participa en la replicacién del genoma viral y es un
factor de virulencia).

Hasta la fecha se han identificado cuatro serotipos de virus (DENV-1, 2, 3, 4), aunque
recientemente se ha reportado un caso con un nuevo serotipo, DENV-5, en Malasia.
Estos serotipos son genéticamente similares y comparten aproximadamente el 65%
de sus genomas. Sin embargo, cada serotipo es antigénicamente diferente, lo que
implica que provoca una respuesta inmune especifica de por vida mediante la
produccion de anticuerpos heterélogos.

Vector y modo de transmision del DENV

Este virus se transmite principalmente por mosquitos del género Aedes, en particular
Aedes aegyptiy, en menor medida, Aedes albopictus.

Las hembras de Aedes adquieren el virus a partir de un huésped virémico, luego de
un periodo promedio de incubacion extrinseca de 10 dias, el mosquito es capaz de
transmitir el virus a un huésped susceptible. El ciclo continia cuando el mosquito pica
a una persona sana, en cuyo proceso regurgita saliva llena de virus a la sangre de
este nuevo hospedero. En los humanos picados por un mosquito infectado, los
sintomas de enfermedad aparecen generalmente después de un periodo de

incubacion intrinseca de tres a siete dias (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de transmision de DENV



En los seres humanos, el virus circula libre por el plasma y entra en contacto con
células susceptibles, tales como células endoteliales, macréfagos, monocitos y otras
células del sistema fagocitico mononuclear. A través de la sangre se replica en
diversos 6rganos diana, por ejemplo, tejido linfoide e higado.

Por otra parte, se ha comprobado la transmision transovarica, donde el mosquito
hembra infectado transmite el virus a su progenie, dando lugar a larvas que seran

mosquitos infectivos sin tener que pasar por el ciclo de infeccion.

Epidemiologia

Anualmente, se estima que ocurren entre 100 y 400 millones de infecciones por
DENV. De estas infecciones, mas del 80% son generalmente leves o asintomaticas,
como resultado, el numero real de casos tiende a estar sub notificado y algunos son
mal diagnosticados. En nuestro pais, el dengue es una enfermedad de notificacion
obligatoria, lo que significa que todos los casos deben ser reportados al Sistema
Integrado de Informacién Sanitaria Argentino (SISA). Segun los datos registrados
durante la temporada 2023/2024 (desde la semana epidemiologica 31/2023 hasta la
semana epidemioldgica 16/2024), se reportaron 396.484 casos de dengue. De estos
casos, el 91% fueron autoctonos, el 7% estuvieron bajo investigacion y el 2% fueron
casos importados. A su vez, se clasificaron 871 casos como dengue grave (0,2%) y
se registraron 280 fallecimientos (letalidad del 0,071%).

Durante el mismo periodo, en la provincia de Santa Fe se confirmaron 47.432 casos
de dengue, notificados al Sistema Nacional de Vigilancia de Salud (SNVS). Ademas,
fueron notificados al Sistema de Informacién de Centros de Atencidén Primaria
(SICAP) 7841 casos, sumando un total de 55273 casos confirmados, tanto por
laboratorio como por criterio clinico-epidemiologico. En Argentina, los serotipos que
circulan son mayoritariamente DENV-1 (43,01%) y DENV-2 (56,89%).

Patogenia
En la primoinfeccion, el virus ingresa a través de la epidermis y dermis, donde las

células dendriticas lo reconocen y activan tanto linfocitos T como B. La proteina NS1
del virus es detectada por receptores Toll y TLR, desencadenando la liberacion de
citoquinas proinflamatorias. Una vez en el torrente sanguineo, el virus es fagocitado
por monocitos, que liberan mas citoquinas, interleucinas y factor de necrosis tumoral.

Esta respuesta inmune activa el reclutamiento de células inmunes que eliminan las



células infectadas y los viriones, pero también puede dainar las células endoteliales,
provocando extravasacion de fluidos y una disminucién de plaquetas por su consumo
en la reparacion del tejido.

En contraste, durante una reinfeccion con un serotipo diferente, la presencia de
anticuerpos no neutralizantes de infecciones previas puede agravar la respuesta
inmune. Los viriones se unen a estos anticuerpos especificos de otro serotipo,
formando complejos. Estos complejos son reconocidos por los receptores
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Figura 3. Patogenia DENV.

(Figura 3).

Manifestaciones clinicas

El dengue puede presentarse de manera asintomatica o causar una enfermedad de
diversa gravedad. Después de un periodo de incubacion de 3 a 14 dias, pueden surgir
manifestaciones clinicas. Las infecciones sintomaticas varian desde cuadros febriles
agudos y leves hasta formas graves. Las manifestaciones clinicas se dividen en tres
etapas: febril, critica y de recuperacion.

-Etapas de Evolucién del Dengue:

1. Etapa Febril: Dura entre 3 a 7 dias. Se caracteriza por fiebre alta, dolor
muscular y articular, cefalea, astenia, exantema pruriginoso y sintomas
digestivos leves. Es comun la leucopenia, trombocitopenia y aumento de
transaminasas. Puede haber manifestaciones hemorragicas leves.

2. Etapa Critica: Coincide con la caida de la fiebre, periodo de mayor riesgo
de complicaciones. Caracterizada por extravasacion de plasma que puede
llevar a un shock hipovolémico y complicaciones graves como hemorragias

masivas, falla multiorganica y distrés respiratorio. La deteccion de la



aparicion de signos de alarma es esencial durante las 48 h posteriores a la
caida de la fiebre, entre ellos se destacan: dolor abdominal intenso, vomitos
persistentes, derrame seroso, sangrado de mucosas, cambios en el estado
mental, hepatomegalia, aumento brusco del hematocrito y disminucion
rapida de plaquetas.

3. Etapa de recuperacion: El paciente comienza a mejorar con el incremento
de plaguetas. También pueden surgir complicaciones, como sobrecarga de
volumen, infecciones bacterianas secundarias, exantema tardio con prurito.

-Clasificacion de la enfermedad

Se clasifica en 4 categorias basadas en la presencia de signos de alarma y
comorbilidades.

-Dengue sin signos de alarma ni comorbilidad: Los pacientes pueden ser tratados
de forma ambulatoria.

-Dengue con comorbilidad: Se consideran factores como embarazo, edad avanzada
o enfermedades crdnicas. Segun la situacion del paciente, el tratamiento ambulatorio
puede o no ser adecuado.

-Dengue con signos de alarma: Incluye sintomas como dolor abdominal severo,
vomitos persistentes o sangrado. Estos casos requieren referencia hospitalaria.
-Dengue grave: Se caracteriza por complicaciones como shock hipovolémico,
dificultad respiratoria por acumulacion de liquidos en los pulmones, hemorragias
graves, o dafos en érganos como el higado, cerebro o corazén. Estos pacientes
necesitan atencion hospitalaria intensiva.

Neuropatogénesis

La infeccion por el DENV puede provocar diversas complicaciones neurolégicas,
clasificadas en tres categorias principales:
1. Alteraciones metabdlicas: Incluyen fendmenos como la encefalopatia.
2. Invasion viral: Puede causar varias condiciones neuroldgicas, como
encefalitis, romboencefalitis, meningitis, miosis, mielitis y cerebelitis.
3. Reacciones autoinmunes: Incluyen ADEM (encefalomielitis aguda
desmielinizante), neuritis dptica y el sindrome de Guillain-Barré.
El mecanismo se centra en la neuroinflamacién. El antigeno NS1 del virus actua como
un cofactor en la replicacion del ARN viral, promoviendo la liberacion de citoquinas

proinflamatorias que activan células inmunitarias. Esta activacion genera una cascada



inflamatoria que compromete la barrera hematoencefalica, facilitando la entrada de
mediadores inmunitarios al cerebro y provocando neuroinflamacion.

-Encefalitis: La encefalopatia y la encefalitis son complicaciones neurolégicas
significativas del dengue, con una incidencia estimada que varia entre el 0,5% y el
6,2%. Se caracteriza por una variedad de manifestaciones clinicas y de laboratorio,
que incluyen: niveles alterados de conciencia o personalidad, convulsiones, signos
neurolégicos focales, presencia de anticuerpos IgM reactivos contra el dengue,
presencia de Ag NS1 o deteccidn del virus por métodos moleculares en suero y/o LCR
o por exclusién de otras causas de encefalitis viral o encefalopatia. Si bien la
temperatura corporal elevada, hematocrito elevado, trombocitopenia, erupcion
cutanea y disfuncion hepatica son manifestaciones frecuentes en una infeccién por
virus del dengue, estas son independientes a las manifestaciones neuroldgicas.
-Cerebelitis: Sindromes cerebelosos que pueden surgir durante la fase aguda de la
infeccion o semanas después, siendo generalmente autolimitados.

Diagnéstico

El diagndstico del DENV se considera un evento de notificacion obligatoria dentro de
los sindromes febriles inespecificos. Para llevar a cabo este diagndstico, la muestra
debe venir acompafnada de la ficha epidemiolégica completa, lo cual es un requisito
para dar inicio al algoritmo diagnostico. Esta ficha incluye datos esenciales como
identificacion del paciente, fecha de inicio de sintomas, fecha de toma de muestra,
informacion de contacto, comorbilidades y antecedentes de laboratorio.

El enfoque diagnostico varia segun el estadio de la enfermedad en el paciente y el

tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas y la toma de muestra. (Figura 4).

Deberd notificarse un caso de Dengue Sospechoso en el SNVS*? -en forma inmediata-, toda vez que un kaboratorio oblenga o reciba una
muestra para ef estudio de infeccidn por virus dengue. Si el laboratorio notificador no realizara of estudio, deberd derivaria al referente
provincial a través del SNVS 2.0
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Figura 4. Algoritmo diagnéstico DENV



> Si la muestra (suero LCR o tejidos) es obtenida ANTES del 6° dia de evolucion

de los sintomas se utiliza metodologia directa para detectar la presencia del

genoma viral:

O

Deteccion de Ag NS1: La glicoproteina no estructural se libera durante
las infecciones y se acumula en suero en altas concentraciones. Se
puede detectar por distintos formatos como test rapido (Método
inmunocromatografico) y ELISA comercial (Método enzimatico en
microplacas).

RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR): Método molecular para detectar la
presencia del genoma viral mediante la amplificacién en tiempo real de
todos los serotipos ya que se amplifica la regién conservada. (panDV
RT-PCR)

Serotipificacion con RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR): Método
desarrollado y validado por el CDC que utiliza cebadores y sondas que
permiten la deteccién e identificacion de los distintos serotipos de
DENV-1-4 de forma simultanea.

Aislamiento viral: La presencia del DENV se evidencia a través de la
observacion del efecto citopatico sobre el cultivo celular y se confirma,
10 dias post-inoculacion, con anticuerpos especificos de serotipo por
IFl. Son realizadas solo en laboratorios de referencia..

Secuenciacién: Se utiliza como metodologia de referencia, no para

fines diagnosticos.

> Si la muestra (Suero, LCR o tejidos) es obtenida entre los 4 a 6 DIAS de

evolucion de los sintomas se combina una metodologia indirecta (IgM) con al

menos un método directo.

> Sila muestra es obtenida con 7 o MAS DIAS de evolucion desde el inicio de la

fiebre se deben realizar métodos indirectos para identificar la presencia de

anticuerpos:

O

O

Test rapido 1gG/IgM: Método inmunocromatografico que detecta la
presencia de Ac IgG a-DENV y Ac IgM a-DENV en un mismo kit.

ELISA IgM: Este ensayo tiene una elevada sensibilidad y especificidad.
La detecciéon de Acs IgM anti-DENV indica una infeccion activa o

reciente.



o ELISA IgG: Los ensayos de ELISA para la deteccion de anticuerpos IgG
contra el antigeno del dengue en el suero permiten inferir si se trata de una
infeccion primaria o una infeccion secundaria por DENV.

o Técnica de neutralizacion por reduccién de placas: permite la
deteccion de Ac neutralizantes al DENV (lgG anti-DENV), requiere de
muestras de sueros pareadas en los casos sospechosos y son

realizadas solo en laboratorios de referencia.

Es crucial considerar la clinica y la informacién detallada del paciente al tomar
decisiones diagndsticas. Por ejemplo, las pruebas de RT-PCR pueden realizarse en
muestras de orina después de la fase virémica (7 dias), ya que el genoma viral puede
detectarse mas alla de este periodo. Ademas, las pruebas de deteccion de
anticuerpos pueden mostrar reacciones cruzadas debido a exposiciones previas a
otros Flavivirus, ya sea por vacunacion o infeccion previa. En casos sospechosos de
complicaciones neurologicas por dengue, se recomienda realizar pruebas
moleculares en muestras de LCR. También se pueden solicitar pruebas de deteccién
de anticuerpos en casos de sospecha de infeccion secundaria por dengue. Las
pruebas de deteccion de anticuerpos, Ag NS1 y el genoma del DENV pueden
realizarse en forma secuencial o en paralelo si fuese necesario.

La realizacion e interpretacion de las pruebas bioquimicas para diagnostico de
Dengue deben determinarse segun el contexto epidemiolégico de los arbovirus
circulantes y la presentacién clinica especifica. Por lo tanto, el algoritmo propuesto

debe ser flexible y adaptarse a las condiciones locales.

DISCUSION

La paciente fue diagnosticada con una coinfeccion por los serotipos DENV-1y DENV-
2, confirmada mediante RT-PCR, tras presentar sintomas neuroldgicos y en el
contexto de un brote significativo de dengue durante la temporada 2023/2024. Este
brote se caracterizé por un aumento considerable en los casos y un inicio temprano
comparado con otras temporadas, lo que sugiere una mayor circulacion del vector y
del virus, incrementando el riesgo de evolucion y persistencia del DENV.

La falta de medidas preventivas efectivas en regiones tropicales y subtropicales ha
contribuido a la diversidad genética del virus dengue, facilitando la aparicién de

genotipos mas virulentos y la posibilidad de coinfecciones. Factores como la



urbanizacion descontrolada, la deficiencia en el saneamiento, y la falta de control de
vectores, han favorecido la proliferacion de criaderos de mosquitos Aedes aegypti, lo
que resulta en un aumento de la circulacion del virus. Esta situacién incrementa el
riesgo de exposicion a multiples serotipos, 1o que puede explicar la rapida evolucion
del virus, las co-infecciones y la aparicion de formas graves de la enfermedad.

La paciente resolvio a nivel de imagen el cuadro cerebeloso pero su clinica no mejora
por lo que se le realiza seguimiento y rehabilitacion. A su vez, como en el ultimo
control ambulatorio la paciente refirié incontinencia urinaria, se debe descartar que
esté cursando un cuadro post infeccioso de mielitis transversa que genere la
persistencia de los sintomas lo cual debe ser confirmado con resonancia magnética
de columna total y busqueda de anticuerpos especificos para ver opcion de

tratamiento.

CONCLUSION

Las complicaciones neuroldgicas por dengue estan presentes hasta en un 10% de los

pacientes. A pesar de que la fisiopatologia no se comprende completamente, se
reconoce el caracter neurotrépico del virus, el cual puede afectar el SNC mediante
invasion directa, procesos inmunomediados y efectos téxicos-metabalicos.

El sindrome cerebeloso se manifiesta con sintomas como nistagmo, disartria y ataxia,
los cuales tienden a resolver espontaneamente en 2-3 semanas y/o meses. Las
neuroimagenes de craneo suelen presentar nulas o pocas alteraciones inespecificas
y el diagnostico se confirma mediante métodos moleculares o anticuerpos IgM en
LCR. Si bien son frecuentes los casos de infeccion consecuente por diversos
serotipos, lo cual predispone a manifestaciones neurolégicas severas, no existen
publicaciones acerca del comportamiento de casos de coinfeccion por distintos
serotipos, lo que podria justificar una evolucion alejada a lo esperado en las
patologias neuroldgicas desarrolladas.

Presentamos este reporte de cerebelitis por coinfeccion de dos serotipos circulantes
de dengue, resaltando la importancia de la sospecha clinica, dirigida por el contexto

epidemioldgico local, para lograr un diagndstico etiolégico adecuado.

PERSPECTIVAS




Es crucial educar a los pacientes y sus comunidades sobre |la importancia del control
del mosquito Aedes para prevenir la reinfeccion por el virus del dengue. Dado que los
huevos de estos mosquitos pueden sobrevivir durante meses, incluso en invierno, la
fumigacion y el uso de repelentes no son suficientes. Ademas de estas medidas, se
recomienda realizar un descacharrado general en los hogares para eliminar
potenciales criaderos. La participacion activa de la comunidad es esencial para
eliminar criaderos y adoptar comportamientos preventivos.

La recomendacion de la vacuna contra el dengue en pacientes ya infectados debe ser
cuidadosamente considerada. La vacuna disponible en Argentina -y autorizada por la
ANMAT en 2023- es la vacuna Qdenga® del Laboratorio Takeda. Es una vacuna
tetravalente que se administra en dos dosis con un intervalo de 3 meses. Brinda
proteccion contra los cuatro serotipos del dengue y esta destinada para mayores de
4 anos (y sin limite de edad) que hayan tenido o no la infeccion. Esta contraindicada
en embarazadas, mujeres en periodo de lactancia y en pacientes con
inmunocompromiso.

Por otro lado, durante los brotes de dengue, es importante considerar al virus como
un posible agente etiolégico de patologias con compromiso a nivel del SNC. Ademas,
se debe tener en cuenta que los signos y sintomas indicativos de infeccién por DENV
son independientes de las complicaciones neurolégicas que puede causar. Por esto,
se requiere por parte de los profesionales de la salud realizar una evaluacién
exhaustiva con el fin de diagnosticar y brindar una respuesta clinica oportuna y
adecuada.

Se podria investigar mas a fondo la posible asociacién entre el dengue grave y las co-
infecciones en puérperas. La coinfeccion puede complicar el cuadro clinico y
aumentar la gravedad de la enfermedad, por lo que es crucial entender mejor esta
relacion para mejorar las estrategias de manejo y tratamiento en este grupo de
pacientes.

Especificamente, en el caso de la paciente, se debe esperar a que su cuadro clinico
se resuelva antes de considerar la vacunacion contra el dengue. La paciente presenta
una coinfeccion lo que le ha permitido desarrollar la capacidad de producir anticuerpos
contra ambos serotipos de por vida. Esto es relevante, ya que, en este caso los
serotipos involucrados serian los que mas circulan en Argentina, por esto, debe

evaluarse si en este caso es recomendada la vacunacion.
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