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CONFERENCIAS

PLENARIA

BUENAS PRACTICAS DE BIOSEGURIDAD EN LA GESTION DEL
LABORATORIO

Ernesto Casis Saenz
Licenciado en Medicina y Cirugia. Master en Direccion y Gestion de Laboratorios Clinicos. PhD en
Medicina. Espania.

Los laboratorios clinicos son un area fundamental en el proceso de atencion médica
ademas son estructuras en constante evolucion, debido a los continuos avances de
la tecnologia, la aparicion de nuevas pruebas, la mejora de técnicas y las
necesidades de cualificacion del personal.

El laboratorio clinico estda sometido a un importante y continuo proceso de
transformacién estrechamente ligado a un modelo sanitario cambiante, a la
evolucion tecnoldgica y a una limitacion progresiva de los recursos disponibles.

La simplificacion de los procedimientos analiticos, la automatizacion y la
informatizacion permiten a los especialistas de laboratorio una mayor dedicacién a
protocolizar procedimientos diagnésticos, atender consultas de los médicos y
generar informacién segun las necesidades de estos y preocuparse de la
bioseguridad y centrarse en la atencion al paciente.

Los laboratorios clinicos deben adaptarse para poder responder positivamente a las
nuevas demandas. Esta transformacion se ha de efectuar respetando las distintas
especialidades que lo integran, pero marcando objetivos comunes y compartiendo
recursos, para ofrecer a pacientes, médicos y gestores unos servicios de calidad a
unos costes 6ptimos. Por tanto estdn en cambio continuo, y como dato podemos
decir que La mitad de las transacciones de datos dentro de un Hospital son datos
de Laboratorio y que el 70% de las decisiones clinicas tienen el soporte de datos de
laboratorio.

Este cambio ha de realizarse con el pleno protagonismo de los profesionales del
laboratorio, pero apoyado por la administracion, mediante el aporte de herramientas
organizativas y de gestién, asi como de equipos y tecnologia de vanguardia, para
maximizar la eficiencia de las actividades que se desarrollan.
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Los avances tecnologicos, y la aparicion de nuevas especialidades, han
determinado, en las ultimas décadas, la implantacion y consolidacion de diferentes
modelos de laboratorio con sistemas organizativos diversos.

Podemos decir que la primera Generacion de modelos de laboratorio abarca de los
afos 50 hasta final de la década de los 60, en ella los principales hitos fueron: La
introduccién por Wallace y Joseph Coulter en 1957 del primer contador de células 'y
en 1952 Leonard Tucker Skeggs marca el comienzo de la era de la Automatizacién
con la invencion del Autoanalizador. También aparecen Reactivos listos para su uso
y finalmente se crean, dentro de las instituciones sanitarias, estructuras
independientes, jerarquizadas, dotadas de espacio, personal y material propios.

La 22 Generacion dura hasta la mitad de la década de los 80 con la generalizacion
de Instrumentos Mecanizados. En los 80 también empieza a tener importancia el
concepto de TAT y la minimizacién de volumenes de muestra. Lundberg describe el
proceso total del laboratorio el "total testing process (TTP) que va desde que el
meédico piensa en la solicitud hasta que la informacion suministrada se incorpora a
su decision, y definié el" brain-to-brain tournaround time” como una serie de 9 pasos
gue siempre se dan en el proceso de laboratorio y que consisten en: peticion,
obtencion de la muestra, identificacion, transporte, preparacion, analisis, informe,
interpretacion y accion. En todas ellas pueden aparecer problemas de seguridad y/o
bioseguridad.

La 32 Generacion abarca hasta el fin de la década de los 90 con la implantacion
métodos de control de calidad, la aparicion autoanalizadores de inmunoandlisis, asi
como de los sistemas de TLA y MLA, automatizacion procesos Pre y Post analiticos.

Ademas en esta década se focaliza la atencion hacia el paciente y hacia la Calidad
Total y mejora continua, siendo la etapa de la reorganizacién y de la gestion del
Laboratorio.

Finalmente en los ultimos afios la 42 Generacion incide en nuevos modelos de
gestion, moderacion de los costes, creciente demanda asistencial, adaptacion de la
forma de actuacion a las necesidades reales de la clinica: proceso de reingenieria
con unidades mas operativas y creacion de unidades basadas en el conocimiento
en estrecha colaboracion con la clinica.

Actualmente el proceso analitico se entiende desde la solicitud a la toma de
decisiones. Como hemos mencionado se ha introducido el concepto de Calidad
Total en el laboratorio clinico que es la garantia de que cada actividad del proceso
total de analisis es efectuado correctamente, proporcionando la toma de decisiones
médicas validas y los efectivos cuidados del paciente, asi como el de Seguridad del
paciente que exige la garantia de la calidad de las fases pre y pos analiticas.
También se han introducido Indicadores de la calidad no analitica y la norma de
Acreditacion ISO 15189.
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Los nuevos modelos de calidad del Laboratorio se dirigen fundamentalmente a la
seguridad del paciente, prioridad actual del Laboratorio Clinico, asi como a la
Gestion de la calidad del proceso completo orientada a paciente: solicitud pruebas
interpretacion y toma de decisiones.

En cuanto a la norma de Acreditacion: ISO 15189 recoge que el proceso pre
analitico debera formar parte del sistema de gestion de la calidad del laboratorio
indicado en el manual de calidad del laboratorio, por lo que serd evaluado y
sometido a auditorias, de forma que se asegure su conformidad y demuestre que
se lleva a cabo de acuerdo a necesidades y requisitos de los usuarios, ademas de
mejorar de forma continua su eficacia. Ademas exige procedimientos
documentados e informacion de actividades preanaliticas, asi como indicadores de
la calidad de las fases preanalitica, analitica y postanalitica, para realizar el
seguimiento y evaluar los aspectos criticos, y evaluar sistematicamente la
contribucion del laboratorio al cuidado del paciente.

Ademas desde el 10 mayo de 2010 existe una Directiva Europea (UE 2010/32/EU)
sobre la prevencion de lesiones por objetos punzantes y cortantes en el sector
sanitario que exige que todas las organizaciones sanitarias implementen normas
obligatorias de seguridad para proteger a los profesionales en el ambito sanitario.
Esta directiva entré en vigor el 1 de junio de 2010 y debi6é implementarse en los
estados miembros de la Union Europea, como muy tarde el 11 de mayo de 2013.

La UE estima que los pinchazos con aguja “causan mas de un millén de lesiones al
afo”, por tanto, su prevencion se ha convertido en un problema que todas las
organizaciones sanitarias de Europa tienen que abordar. Dicha directiva, trata
especificamente, entre otros temas, la necesidad de “proporcionar dispositivos
meédicos que incorporen mecanismos de seguridad”, desde guantes hasta sistemas
Aguja multiple de seguridad toma de muestras, Holders de seguridad, Sistemas
alados, Tubos de plastico etc., ya que numerosos estudios han demostrado su papel
fundamental en la reduccion de lesiones por pinchazos con aguja.

Esta directiva confirma que es responsabilidad de las empresas proteger a los
profesionales de las lesiones ocasionadas por objetos cortantes y punzantes,
siendo su cumplimiento obligatorio.

El Laboratorio hoy en dia debe de centralizar el mayor nUmero de pruebas posible
asi como racionalizar el niumero de muestras (ahorro y seguridad) e integrar
economias de escala, asi como un volumen suficiente de actividad para las pruebas
mas complejas. Ademas ha de estar muy automatizado para disminuir la
intervencién humana y asi conseguir una mayor eficiencia en sus procesos, un alto
grado de fiabilidad y un menor riesgo bioldgico, es decir una mayor Bioseguridad.
Esta automatizacion puede abarcar a todo el proceso de Laboratorio desde la
peticion electronica, agendas automaticas, gestores de colas que organicen la

Rev CSV 2015; 7 (S-1): 2-48 6



TS)C()N(;RESC f® . {

INTERNACIONA v

FL TR A YUERAY

BACTERIOLOGI Liencra v Salud
L} .

Pt T il s s firfual

Sestién del Concoimeendo | SS N 2 145_ 5333

extraccidon de muestras y optimicen la espera de los pacientes, identificaciones
automaticas con codigo de barras. Control informético de rutas de transporte al
laboratorio, clasificacion y distribucion automatica de muestras, disminucion de
riesgos biologicos( no destaponado, manipulacion minima), analisis en cadenas
automatizadas asi como archivos automaticos de muestras, alicuotados
automaticos y finalmente informes electrénicos con o sin imagenes asociadas.

La fuerza de conduccion del Laboratorio es la Atencién al Paciente y debe hacerse
de manera eficaz y econdmica. Esto conlleva cambios profundos que lo dirijan hacia
la Optimizacion para economizar y mantener los costos bajos, ofrecer la mayor
calidad posible de resultados, el tiempo mas rapido de respuesta, crear el flujo mas
sencillo de trabajo en el laboratorio y conseguir clientes satisfechos.

Resumiendo, como dice Tadano, el objetivo del Laboratorio es producir analisis de
calidad y construir un sistema de informacion que realmente satisfaga el cuidado
del paciente.

CALIDAD EN EL AcTUAR DEL L ABORATORIO

EL IMPACTO DE LOS EJES TRAZADORES EN LA ESTRATEGIA DE CALIDAD
DEL LABORATORIO

Alba Cecilia Garzon Gonzélez
Bacteridloga, Especialista en Gerencia de Salud y en Sistemas de Garantia de Calidad y Auditoria
de Servicios. www.acgcalidad.com

Desde que se estableci6 el PAMEC como una herramienta para fortalecer el
autocontrol y enfoque por procesos en las instituciones de salud, las entidades han
presentado diferentes barreras en su implementacién organizacional pasando
desde solo contar con un documento del PAMEC, sin realizar su implementacion y
gestién, hasta el afio 2014 donde en las entidades empiezan a dar pasos cortos y
presentar pequefios esbozos de la implementaciéon del proceso del PAMEC, con
una clara evidencia del entendimiento de intencionalidad y desarrollo.

La implementacion y desarrollo del PAMEC, esta centrada en el sentido holistico y
sistematico, en el que las organizaciones deben alcanzar un nivel de excelencia a
través de la implementacion de mejores practicas y altos estandares de calidad
como son los requisitos establecidos en la Res. 123 Sistema Unico de Acreditacion
en Salud; el objetivo central del PAMEC es lograr la promocion del autocontrol que
conlleve a las organizaciones a mantener un enfoque preventivo en sus procesos y
de igual forma que las organizaciones cumplan con principios de calidad
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internacionales como es la gestidon por procesos. Para poder lograr este objetivo las
organizaciones deben cambiar culturalmente su pensamiento de trabajo pasar de
un pensamiento lineal enfocado solo a ciertas tareas de mi proceso a un
pensamiento sistémico en el cual el enfoque de trabajo debe ser mucho més amplio
aplicando el ciclo de calidad PHVA, que inicia desde el monitoreo del desempefio
de los procesos de la organizacién en el cual puedo identificar brechas, comparar
con metas de calidad, estandarizar y verificar la adherencia al cumplimiento en la
implementacion de los planes de mejora; todos los pasos anteriores nos llevaran
finalmente al aprendizaje organizacional, que es lo que finalmente le da sentido a
este proceso evaluativo.

Teniendo claro el panorama del PAMEC en Colombia sobre estandares de nivel
superior, podemos entender de mejor forma los cambios que vienen en su
implementacion con la generacion por parte del Ministerio de Proteccion Social,
mediante la Resolucion 2082 de 2014, donde reglamentd el nuevo esquema de
operacion del Sistema Unico de Acreditacion en Salud, que ICONTEC viene
operando desde el afio 2004, y adicionalmente enmarca la filosofia de acreditacion
en salud en los siguientes ejes:

La Seguridad de paciente entendida como el conjunto de elementos estructurales,
procesos, instrumentos y metodologias que busca minimizar el riesgo de sufrir un
evento adverso en el proceso de atencion en salud. En el laboratorio entendido
como la busqueda de minimizar el riesgo de presentar eventos adversos en los
resultados de los pacientes.

Humanizacion aplicada desde el conocimiento de los derechos y deberes de los
usuarios del laboratorio y su vivencia en cada una de las actividades realizadas por
los colaboradores, asi como el respeto entre los compafieros.

Gestion del riesgo, entendido como el balance entre los riesgos, costos y
beneficios de todos los procesos del laboratorio.

Gestion de la Tecnologia mediante un proceso racional de adquisicion y utilizacion
gue beneficie a los usuarios y a las instituciones, en el que la planificacién de la
adquisicién de los equipos biomédicos sea racional y no afecte el beneficio y la
confiabilidad de los resultados emitidos.

Transformacién cultural, en el que el laboratorio tenga un compromiso real en
prestar una atencion con calidad, en el que se aporte a un desarrollo sostenible
basados en un comportamiento ético y transparente.

Responsabilidad social empresarial, entendido como la corresponsabilidad en la
disminucién de inequidades buscando el mejoramiento integral de las condiciones
de vida de las partes interesadas que nos rodean como los proveedores, clientes
IPS Y EPS, sociedad, individuo y medio ambiente.
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Atencién centrada en el usuario, una filosofia en la que buscamos identificar,
satisfacer y exceder las necesidades de nuestros usuarios, teniendo claro la
dignidad y respeto, los mecanismos de comunicacion, la participacion del usuario
en los procesos de la organizacién y la accesibilidad a los servicios.

Los ejes de la acreditacion en salud, deben ser abordados sistémicamente como el
vehiculo de cambio en la Transformacion de la Cultura organizacional a largo plazo,
en el que se alinean las normas, la cultura y la ética. Esta transformacion promovida
desde el direccionamiento y el talento humano, tiene en cuenta el aprendizaje
organizacional y la internalizacion de conocimientos, estrategias y buenas practicas,
asi como la Responsabilidad Social entendida como la corresponsabilidad de las
instituciones, la sociedad y los individuos, que contribuye con acciones concretas a
disminuir las inequidades de las comunidades en particular y la sociedad en general
y a la rendicion de cuentas en relacion con los resultados del mejoramiento continuo
organizacional producto del desarrollo de estandares de calidad superior.

La acreditacion en salud es una forma de demostracion de compromiso social. De
acuerdo a lo anterior nuestro proceso de ejecucion del PAMEC debe incluir el
desarrollo de los ejes de acreditacion al interior de la organizacion, buscando
siempre que estos se vean reflejados en todas las actividades realizadas por el
laboratorio.

ESTRATEGIAS DE VERIFICACION Y VALIDACION DE METODOS EN EL
LABORATORIO CLINICO

Luz Adriana Stevens Gualdrén
Bacteridloga y Laboratorista Clinica, Especialista en Gestién de la Calidad del Laboratorio Clinico.
Auditora ICONTEC.

Cada vez que un laboratorio emprende el reto de innovar, ya sea a través de la
apertura de nuevos servicios, ampliacion de la capacidad de produccién o
renovacion tecnoldgica entre otros, surge la necesidad de evaluar las
especificaciones de desempefo de las plataformas analiticas y los métodos que
emplean en el analisis. Es ahi donde se genera un sin numero de interrogantes:
¢debemos Verificar o validar estos métodos?, ¢quién debe asumir esta
responsabilidad?, ¢qué estrategias son realmente eficientes en términos de
aplicabilidad, practicidad y costo/beneficio para la organizacién?, y a su vez debe
cerciorarse que esta evaluacion permita dar cumplimiento a los diferentes requisitos,
voluntarios y de obligatorio cumplimiento que aplican al laboratorio clinico.

Para empezar a resolver estas inquietudes es muy importante tener claridad en el
enfoque actual de los conceptos de validacion y verificacion como herramientas
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para conocer el desempefio de un meétodo. Estos dos conceptos tienden a
emplearse para las mismas actividades, pero el objeto principal de cada uno es el
gue realmente nos da su campo de aplicacion.

El vocabulario internacional de metrologia define la validacion como la verificacion
de que los requisitos especificados son adecuados para su uso previsto, por otra
parte, la verificacion es definida como la aportacion de evidencia objetiva de que un
elemento dado satisface los requisitos especificados y se conoce también como
validacion secundaria. Alineados a estos conceptos podemos concluir que los
protocolos de validacion de métodos nos permiten saber cuél va a ser el uso previsto
de un sistema de medicion, mostrando que el método es util como herramienta
diagndstica; mientras que los protocolos de verificacion, permiten obtener evidencia
objetiva de que los requisitos especificados han sido cumplidos.

Es por ello, que los reactivos para diagndstico in vitro han sido validados por el
fabricante y los datos se encuentran en el inserto, no obstante, el laboratorio debe
verificar que puede aplicar correctamente estos métodos previo a su uso en el
laboratorio, bajo sus condiciones propias de operacion (equipo, calibradores,
analistas, etc.) generando evidencias objetivas, para confirmar su adecuacion frente
a los requisitos establecidos.

Las evaluaciones empleadas en los estudios de validacion de métodos, requieren
Ejecucion de ensayos experimentales y aplicacion de técnicas estadisticas
reconocidas para la estimacion de los limites de deteccion, cuantificacion y
linealidad, que determinan el intervalo reportable del método; test de precision para
estimar los errores al azar; estudios de comparacion de métodos para estimar el
error sistematico; estudios de recuperacion e interferencias que determinan la
especificidad analitica, entre otros.

La verificacion surge a raiz de la necesidad de los laboratorios para comprobar si
podian tener al menos el mismo desempefio analitico como ha sido establecido por
los fabricantes de equipos y reactivos sin emplear protocolos complejos que
demandan un tiempo prolongado para su ejecucién y recursos econémicos con los
cuales muchas veces no es viable contar.

Ahora, como seleccionar los experimentos que permitan conocer lo suficiente
acerca del desempefio analitico del método y a la vez cumplir con la normativa que
rige los laboratorios? protocolos publicados en guias internacionales (por ejemplo
CLSI, Clinical Laboratory Standard Institute) pueden ser aplicados a cualquier
laboratorio, independientemente de sus recursos y areas que lo conforman; el uso
y aplicacion de las mismas depende las caracteristicas de desempefio a evaluar,
por ejemplo CLSI EP15-A3 para la Verificacion de precision y estimacion del sesgo,
CLSI- EP31A-IR para la Verificacion de la comparabilidad de los resultados del
paciente dentro en sistemas automatizados de HealthCare, CLSI EP12-A2
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Evaluacion de Desempefio Prueba Cualitativa, CLSI C28-A3 Establecimiento y
verificacion de intervalos bioldgicos de referencia entre otras.

Las metas analiticas pueden ser adoptadas de las definidas por manufactura en sus
estudios de validacion, estudios internacionales de grupos cientificos como
estandares de Variabilidad Bioldgica, CLIA, Rilibak, Rhoads, estado del arte, entre
otros.

Los resultados obtenidos de estos estudios son comparados frente a las metas
analiticas de desempefio definidos por el laboratorio como requisitos de calidad para
determinar si se evidencian o no errores clinica y/o estadisticamente significativos
que puedan impactar de forma negativa la decision clinica.

Lo méas importante en este proceso es identificar, conocer y aplicar las herramientas
gue permitan al laboratorio el uso de metodologias adecuadas y a la medida
garantizando en términos de aseguramiento de la calidad y costo-eficiencia de los
procesos de medicion la seguridad del paciente.

NORMALIZACION PARA EL LABORATORIO CLINICO; EL LABORATORIO
IDEAL

Andrés Hernandez Velandia
MD. Bacteridlogo, Master en Morfologia humana. Profesional de Normalizacion Sector Salud
ICONTEC.

El laboratorio clinico participa de manera fundamental y estratégica en el proceso
de promocién y prevencion, diagndéstico, tratamiento y seguimiento a usuarios y
pacientes que asisten al médico con variados motivos de consulta, por lo cual el
laboratorio y sus profesionales asumen un rol que se interrelaciona con multiples
ambitos dentro del mismo servicio, los cuales deben funcionar con un engranaje
sistematico cuyo objetivo es el de garantizar la labor como apoyo diagnostico con el
maximo estandar de calidad y eficiencia.

Una herramienta que fortalece el desempefio de la labor diaria de los laboratorios
clinicos es la implementacion, apropiacion y seguimiento de un grupo de estandares
cuya referencia internacional validada buscan que se cumplan los objetivos de
trabajo en lo que al laboratorio clinico refiere.

La calidad dentro del laboratorio clinico, asi como cualquier otra unidad de negocio,
deberia ser contemplada como parte de un sistema de gestiébn definido y
establecido; en la actualidad la calidad se entiende como una estrategia que integra
multiples recursos, razon fundamental para que los laboratorios clinicos y sus
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profesionales se apropien de términos como calidad integral y la calidad analitica
no sea el Unico y exclusivo foco de atencion.

Un sistema de gestion de calidad dentro de un laboratorio clinico busca integrar las
partes que una vez acopladas entre si, facilitaran el desempefio de su labor en
términos puntuales como garantia de la calidad, trazabilidad, oportunidad, eficiencia
y exactitud los cuales vistos desde el interior de la unidad de negocio se esperan
resultantes como una efectiva planeacion estratégica, disminucion de costos de no
calidad, aumento de la rentabilidad, oportunidad de mejora y evaluacion
cuantificable que refleje un panorama tan general como especifico; en términos del
usuario y paciente quienes son los clientes externos de esta unidad de negocio, se
espera una tasa de satisfaccion global muy cercana a la meta establecida por la
propia organizacion, entendiéndose como un indicador que realmente permita
valorar el grado de cumplimiento respecto a lo planificado.

El sistema de gestion de la calidad concebido para el laboratorio clinico, contempla
todos los procesos estratégicos y de apoyo, los cuales son nucleo de atencion para
lograr los objetivos reales de esta unidad de negocio, la responsabilidad del
desempefio no recae sobre solo una persona en especial, sin embargo si debe
existir un lider identificable que compile y estructure la mdltiple informacion que
puede llegar a recibirse.

En términos de recursos, la plataforma fundamental y base estratégica de
desarrollo, se encuentra el recurso humano, el cual debe acoplarse a una serie de
requerimientos que no deben ser vistos como restrictivos para un profesional
determinado, quien al no cumplirlos, esta organizacion debe estar en capacidad en
un periodo determinado de tiempo de proveer los medios para su desarrollo y
cumplimiento y garantizar formalmente la idoneidad técnica, cientifica y ética de los
profesionales y auxiliares que hacen parte del laboratorio clinico; la capacitacion
permanente basada en necesidades detectadas, la evaluacion de desempefio en
términos técnico- cientificos y actitudes éticas propias de su labor son algunas de
las estrategias que se plantean dentro de un sistema de gestibn organizado e
implementado.

Un laboratorio clinico ideal es aquel, que cuenta con tecnologia de vanguardia y en
el cual los instrumentos, equipos y sistemas semi 0 automatizados no cuentan con
autonomia propia y son permanentemente controlados por el recurso humano que
se ha mencionado. Dentro de este contexto el sistema de calidad propuesto para
un laboratorio clinico en términos de analitica, busca llegar al grado minimo de error
gue de alguna manera se garantiza con una tasa de manipulacion manual escasa y
en situaciones especificas, sin embargo, la idoneidad del profesional del laboratorio
se debe encontrar a un nivel que le permita la autonomia y poder de decision frente
a los procesos y resultados emitidos por un instrumento analitico, normalmente
utilizados en la rutina del laboratorio clinico. La tecnologia de esta unidad de
negocio, requiere atencion permanente, con estrategias planificadas y en algunos
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casos no esperados actividades correctivas, las cuales en ambos casos, se derivan
de procesos y procedimientos referentes a sistemas metrologicos internos con una
expansion a programas inter- laboratorio, programa de mantenimiento del recurso
tecnolégico acorde a las necesidades de los instrumentos, siempre segun los
requerimientos de los mismos usuarios.

El proceso consecutivo desde la recepcion de una muestra a analizar (condiciones
pre-requisito), el andlisis de la muestra segun lo requerido (condiciones analiticas)
y emision de un valor resultante posterior al analisis (condiciones post-analiticas),
son los elementos que integrados entre si bajo un esquema planificado de
desempeiio medible y destacando la identificacion de oportunidades de mejora
llegaran a satisfacer las necesidades por las cuales un usuario o paciente ha llegado
al servicio de laboratorio clinico; esta cadena no funciona independiente y se
evidencia claramente la necesidad de integrar los procesos que hacen parte en la
prestacion del servicio.

El sistema de gestion del laboratorio clinico, debe estar sincronizado de manera
intrinseca con la regulacion gubernamental aplicable, la cual es la base de
funcionamiento del servicio propiamente dicho. Dentro de los programas de
auditoria para el mejoramiento continuo propuestos por las normas nacionales
vigentes se encuentran inmersos elementos de un sistema de garantia de calidad
que aportan a la labor del laboratorio clinico diaria; la informacion oportuna 'y veraz
a usuarios del servicio, confidencialidad en el manejo de los datos, oportunidad en
la prestacion del servicio, eficiencia y eficacia que son piezas clave en el sistema
obligatorio de garantia de la calidad en salud para Colombia, son bases de
desarrollo para un sistema de gestién de la calidad propuesto para un laboratorio
clinico, lo cual evidencia que los sistemas de gestion de calidad se encuentran
orientados como primera medida al cumplimiento de la regulacion nacional vigente,
que posteriormente serd alimentada con procesos y procedimientos para llegar a
tal fin.

Cada laboratorio clinico debe proponer, identificar, delimitar y controlar las etapas
de sus procesos, reconocer las entradas de los mismos, modificaciones que
suceden a estas entradas para finalmente obtener una salida que inmediatamente
se convierte en entrada para otro proceso y asi sucesivamente.

En Colombia actualmente se encuentra disponible la norma técnica colombiana
NTC 15189 laboratorios clinicos: requisitos generales para la calidad y la
competencia, un estandar con referencia internacional que estructura de manera
sistematica los procesos propios del laboratorio clinico que como se mencioné al
inicio del presente articulo es una herramienta que propone un modelo de sistema
de gestion basado en enfoque por procesos, definidos para este servicio de salud.

Se debe resaltar que la norma técnica colombiana NTC 15189, se encuentra basada
y alineada con el fundamento y estructura de las normas NTC ISO — IEC 17025 y
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NTC ISO 9001, las cuales contemplan la cadena de valor en su totalidad:
proveedores, clientes internos, clientes externos, garantia de calidad analitica y una
adecuada generacion de informes de resultados, todos estos procesos se
encuentran enmarcados en un esquema de identificacion de oportunidad de mejora
y prevencion de desviaciones no esperadas.

El cumplimiento voluntario y consciente de los requisitos generales para la calidad
y competencia en los laboratorios clinicos es una excelente herramienta que brinda
un favorecedor avance para aquellas instituciones que se encuentran en ruta de
acreditacion en salud y un soporte estructurado para el esquema actual del sistema
anico de habilitacion en salud.

MeTtasoLismo ¥ SistEma CARDIOVASCULAR

LIPEMIA POSTPANDRIAL Y RIESGO CARDIOVASCULAR

Alicia Norma Alayon
Bioquimica, MSc en bioquimica clinica, MSc en Desarrollo Social. Argentina

Se entiende por estado de lipemia posprandial al periodo durante el cual se produce
un incremento en sangre de la concentracion de lipidos, como consecuencia de la
ingesta de una comida rica en grasas. Este aumento se da principalmente en forma
de lipoproteinas ricas en triacilglicéridos (denominadas TRLs, por sus siglas en
inglés) y se asocia con riesgo cardiovascular (1).

Las razones que explicarian esta asociacion parecen tener que ver con el desarrollo
de un estado transitorio de inflamacion de bajo grado, durante el cual las TRLs
jugarian un importante papel, en procesos que involucran generaciéon de radicales
libres, activacién leucocitaria y disfuncion endotelial, con incremento de la expresion
de moléculas de activacién y receptores, en monocitos circulantes y en células
endoteliales (2).

Las evidencias han mostrado que estos factores contribuyen y, en ocasiones incluso
son factores independientes, para el desarrollo de enfermedad cardiovascular. Lo
que se postula actualmente es que la generacion de TRLs podria aportar a la
inflamacion local, interactuando con células circulantes inflamatorias como
neutrofilos y monocitos, causando liberacion de citoquinas y contribuyendo de esta
manera a la transformacién del macrofago en células espumosas, responsables del
deterioro vascular y la formacion de la placa (3). Estudios del impacto de una ingesta
aguda de comida rica en grasa han mostrado aumento del nimero de neutréfilos
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con un pico maximo a las 3 horas con expresion de marcadores de activacion en
monocitos y neutrdéfilos tanto in vivo (4) como in vitro (5).

Por su parte, se conoce que los lipopolisacaridos (LPS) son capaces de disparar los
eventos inflamatorios mencionados, y ha resultado un interesante hallazgo conocer
que su concentracion guarda relacion directa con los niveles de colesterol y de
triglicéridos, y se asocia con condiciones metabodlicas como la obesidad abdominal,
la resistencia a insulina y la diabetes mellitus tipo 2 (6,7), tal como evidencia un
estudio comparando personas obesas y no obesas, el cual mostré que la ingesta de
una comida rica en grasas produce un incremento en los niveles de TRLy LPS, y
gue estos aumentos son mayores en obesos (8).

El aumento de LPS circulantes se deberia a la afinidad que éstos presentan por las
lipoproteinas que transportan grasas exégenas desde el intestino, lo que explicaria
su comportamiento durante el estado posprandial y la influencia que sobre este
indicador han mostrado tener el tipo de grasa ingerida (9, 10) y las caracteristicas
de la microbiota intestinal (11). Esto ha permitido considerar actualmente que una
alimentacion adecuada, mas all4 de la cantidad de grasa ingerida, tiene que ver con
el tipo de acidos grasos que la componen, siendo responsable en parte del limitado
impacto que ha tenido limitar la cantidad de ingesta grasa en los indicadores
epidemioldgicos de riesgo cardiovascular (12).

Lo expresado pone de manifiesto que mas alla de los cambios en el perfil lipidico,
aunque ligado a éstos, la ingesta grasa parece influenciar el incremento en los
niveles de LPS en suero y la activacion leucocitaria, escenario en el cual se favorece
la aparicién de interacciones adhesivas intercelulares sucesivas, facilitan que la
célula circulante activada tome contacto con la superficie del endotelio, se adhiera
a éste y lo atraviese alcanzando la capa intima arterial.

Este proceso de internacién del leucocito a la pared arterial se puede hacer efectivo
por medio de un proceso de diapédesis paracelular o transcelular y parece
involucrar una estructura de membrana denominada compartimiento de borde
lateral reciclable, en la que participan selectinas y moléculas de adhesion vascular
(VCAM-1), intercelular (ICAM-1) y plaguetarias (PECAM), asi como otras proteinas
presentes en las uniones entre células, responsables de regular la permeabilidad
celular y la migracion transendotelial como el complejo VE-caderina y las cateninas
(13,14).

Dependiendo de sefiales del contexto, los monocitos pueden resultar en dos
fenotipos de activacion, denominados clasica o M1 y alternativa o M2, los cuales
han sido aislados tanto en sangre periférica como en placa ateromatosa (15).
Estudios comparando los dos perfiles muestran que existe notable diferencia en la
expresion de genes y evidencian la posibilidad del monocito/macrofago de
reprogramar la sefalizacion, e intervenir en las fases de desarrollo y resolucién del
proceso inflamatorio (16). Vista desde esta perspectiva, la inflamacion en su primera
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fase estaria convocada a destruir al agente causal y, en un segundo momento, a la
remocion de los detritos y regreso a la condicién sana, pudiendo ser considerada
como producto de un proceso evolutivo finamente controlado que busca restaurar
la homeostasis de la morfologia y funcion tisular (17).

De acuerdo con lo anterior, la inflamacion del momento posprandial y su impacto en
la salud estan condicionados por mdultiples relaciones que involucran diferentes
moléculas y estructuras celulares, lo que obliga a considerar excesiva la importancia
gue histéricamente se le adjudico a la cantidad de grasa ingerida, para dar paso a
una mirada de mayor alcance que incluya la participacion del sistema
gastrointestinal, la flora bacteriana, los procesos de inflamacion y los cambios en
circulacién y tejidos, a fin de comprender y evaluar de mejor manera las estrategias
gue se utilicen en aras de controlar el creciente aumento de morbimortalidad de
origen cardiovascular.

Lo expuesto permite concluir que:

1. La naturaleza multifactorial del fenédmeno del riesgo cardiovascular muestra
la riqueza de escenarios donde se pueden desarrollar procesos diagndsticos
e investigativos que permitan una mejor comprension y un mas acertado
direccionamiento de las intervenciones dirigidas a combatir una de las
primeras causas de morbimortalidad del mundo entero.

2. Para el laboratorio clinico y el mundo médico, tan ligados a valoraciones del
estado en ayunas, la evidencia del estado inflamatorio de bajo grado
producido en la etapa posterior a la ingesta de alimentos es un reto,
especialmente cuando se toma conciencia del hecho de que el individuo
promedio pasa la mayor parte de su vida en estado prostprandial (18), lo que
sugiere que, asi como se entiende mejor el metabolismo de los glucidos
desde la evaluacion del mismo luego de administrar una carga de hidratos de
carbono estandarizada, el metabolismo de las grasas pudiera ser mejor
comprendido desde la adecuada comprensioén de la dinamica del consumo y
desde la complejidad que propone la diversidad de opciones en términos de
tipos de grasa.
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ENZIMAS CARDIACAS EN EL CONTEXTO DE LA CLINICA

Virgil Carballo Zarate*, Jair Martinez Villarreal**
*MD, Internista, Universidad de Cartagena. ** Residente de Medicina Interna.

En la actualidad, las enfermedades cardiovasculares se consideran la pandemia
mas significativa del siglo XXI. Dentro de ellas, la enfermedad coronaria es la mas
prevalente y la que mas morbi-mortalidad genera.

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud, las enfermedades
cardiovasculares son la primera causa de muerte en todo el mundo y para el 2020
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seran responsables de 25 millones de muertes al afio. En toda Colombia, el infarto
agudo del miocardio ocupa el segundo lugar en mortalidad tanto en hombres como
en mujeres, con altas tasas de morbilidad.

La isquemia cardiaca se define como la situacién en la que el corazén recibe un
aporte sanguineo inadecuado para mantener sus funciones esenciales, con la
consecuente carencia de oxigeno. En el caso del tejido miocardico, la funcién es
estrictamente dependiente de la irrigacion sanguinea dado que, en su caracter de
organo altamente aerobio, el corazdn posee una escasa reserva energética en caso
de deficiente aporte sanguineo.

Existen numerosas causas de isquemia miocardica, pero indudablemente la mas
frecuente es la ateroesclerosis coronaria. Otra causa de gran importancia es el
vasoespasmo coronario, trombosis (coagulos sanguineos), la anemia severa y la
hipotensién importante.

Se define angina como la situacion clinica en la que se produce un dolor en el pecho
causado por flujo sanguineo insuficiente al masculo cardiaco. El dolor generalmente
comienza de forma lenta y empeora durante unos minutos antes de desaparecer.

El angor o angina estable, se desencadena en condiciones de esfuerzo fisico,
emociones, durante la digestion o por accion del frio y se alivia con el reposo y la
accion de vasodilatadores coronarios (nitroglicerina, solinitrina). La causa mas
comun es la arteriopatia coronaria.

El angor o angina inestable describe un sindrome que es intermedio entre la angina
estable y el infarto de miocardio: un patron en aceleracion o "crescendo" de dolor
toracico que dura mas que la angina estable, se presenta con menos esfuerzo o en
reposo o responde menos a los medicamentos.

Se define infarto, al proceso patoldgico en el que una porcién del parénquima es
privada subitamente de circulacion sanguinea por obstruccién de vasos arteriales y
al conjunto de fenémenos (desde isquemia hasta necrosis) consecutiva a esta
obstruccién. La angina inestable y el infarto de miocardio se consideran sindromes
coronarios agudos; mientras que la angina estable es una condicién croénica.

Una vez que se ha producido la lesion de la membrana, la velocidad de aparicion
de moléculas intracelulares en circulacién depende sobre todo del flujo sanguineo;
por lo tanto, un area de miocardio lesionado con una perfusion sanguinea deficiente,
libera estas moléculas mucho mas lentamente que las areas en las que la
recirculacion es mas adecuada.

Los biomarcadores son considerados como moléculas, proteinas o enzimas

medibles en plasma, que proporcionan un valor diagnéstico y prondstico
independiente que refleja un estado de enfermedad o trastorno subyacente.
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El biomarcador ideal en el sindrome coronario agudo, por ejemplo, debe elevarse
rapidamente y permanecer asi por un amplio periodo de tiempo; debe ser especifico
del tejido cardiaco, aparecer en cantidades proporcionales a la extension del dafio,
su proceso de medicidn debe ser exacto, estar estandarizado y su resultado ser facil
de interpretar. Los marcadores que son empleados para cribado deben ser
econdémicos y altamente sensibles, mientras aquellos que se usan para monitoreo
de tratamiento deben contar con baja variabilidad biolégica y su costo es menos
importante.

Biomarcadores de lesién miocardica

Creatin quinasa (CK, CPK, adenosinatrifosfato-creatin-N-fosfotransferasa): La
molécula de CK es un dimero compuesto por dos subunidades, no idénticas: My B.
Cada una tiene un peso molecular de 40000 daltons. Estas subunidades My B, son
el producto de dos genes estructurales distintos, y puesto que la forma activa de la
enzima es un dimero, solamente pueden existir tres pares distintos de subunidades:
BB o CK1 (“Brain”), MB o CK2 y MM o CK3 (“Muscle”).

El CK-MM, predomina en el musculo esquelético y cardiaco. CK-MB, esté presente
en el musculo cardiaco (de 25 a 46% de la actividad de CK total) y también, en
menor grado, en el musculo esquelético (< 5%) y otros tejidos.

La actividad de CK se encuentra elevada en necrosis o atrofia aguda del musculo
estriado, enfermedades del corazon, hipertermia maligna, dltimas semanas de
embarazo, hipotiroidismo vy, ligeramente, en inyecciones intramusculares y
espasmos musculares.

Aungue no es especifico del corazon, se utiliza en la diagnosis del SCA, sobre todo,
en el caso de CKMB.

Se considera que el tiempo minimo para biomarcadores cardiaco debe ser menor
de 60minutos, pero numero estudios demuestran que menos del 25% de los
hospitales pueden cumplir con esta meta. Definiendo el tiempos de respuesta (TAT),
como el periodo de tiempo indicado para realizar el informe.

Troponina: Complejo proteinico regulador de la funcidon contractil del musculo
estriado. Consta de 3 polipéptidos distintos: Troponina C, que fija el calcio;
Troponina T, que liga el complejo troponina a la tropomiosina; y Troponina |, que es
la subunidad inhibidora del complejo troponina-tropomiosina.

La Troponina |, se encuentra en fibras de masculo rapidas, fibras de masculo lentas
y corazon (cTnl), ésta ultima expresada tanto en auriculas como en ventriculos y
siendo de mayor interés en el SCA. Se libera precozmente al torrente sanguineo
después de un SCA, parece persistir en plasma durante, al menos, 5 a 7 dias.
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La Troponina | y la Troponina T, que permanece presente en la sangre durante 10
a 14 dias, pero es menos precoz y cardioespecifica que la anterior, estan siendo
muy usadas en la actualidad como marcadores de sindrome coronario de urgencia
al ser liberadas por el tejido cardiaco.

Proteina C reactiva ultrasensible (PCR-us): La proteina C reactiva, miembro de
la familia de las pentraxinas, es sintetizada por los adipocitos hepéticos en
respuesta a la inflamacion. Desde 1944 se conoce que el plasma de los pacientes
que han sufrido un infarto. Infarto agudo del miocardio tiene una alta concentracion
de PCR, pero mas que su alza tras la necrosis, interesa la elevacion antes de ésta.

Mas recientemente, con el reconocimiento de que la inflamacion es un componente
critico en la determinacién de la estabilidad de la placa y con la disponibilidad de
ensayos ultra sensibles, los niveles de PCR por debajo del rango establecido
inicialmente como “normal” empezaron a tener un valor predictivo en los individuos
con riesgo de enfermedad coronaria.

Multiples estudios prospectivos de diferentes cohortes han demostrado que las
concentraciones elevadas de PCR-us se asocian con aumento en el riesgo de
eventos coronarios después del ajuste multivariable de los factores de riesgo
tradicionales , por lo que segun las guias del American College of Cardiology (ACC),
la principal utilidad de la PCR-us es como adyuvante a la estratificacion de riesgo
cardiovascular en la poblacion sana con riesgo moderado (recomendacion con nivel
de evidencia llaB).

A pesar de la literatura abundante que hay en la actualidad sobre la PCR-us, las
lineas guias internacionales solo la recomiendan con grado lla como util para
seleccionar pacientes para terapia con estatinas, si cumplen los siguientes
requisitos:

e Pacientes de género masculino de 50 afios 0 mas.

e Mujeres de 60 afios 0 mas, con colesterol menor de 130 mg/dL, que no tomen
hipolipemiantes, sin terapia de reemplazo hormonal o inmunosupresora y sin
enfermedad cardiovascular clinica, enfermedad renal o contraindicaciones a las
estatinas.

Interleucina 6 (IL-6): Es una glicoproteina de cadena simple producida por muchos
tipos celulares, incluyendo monocitos/macréfagos activados, células endoteliales y
adipocitos.

Representa la principal citosina procoagulante, pero su funcion mas importante es

la amplificacion de la cascada inflamatoria, por lo que interviene directamente en el
proceso aterotrombdtico.
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Desafortunadamente no existen guias de practica clinica basadas en la evidencia
gue recomienden el uso de la IL-6 como marcador de sindrome coronario agudo.

Albumina modificada por isquemia: La albumina es la proteina de mas alta
concentracion plasmética; entre sus funciones se encuentra el transporte de iones
metalicos. Posee cuatro puntos de unién con diferentes especificidades para estos
iones. Dos de ellas se ubican en su extremo aminoterminal y confieren la capacidad
de unirse a los metales de transicion.

Cuando hay isquemia, en los capilares hipoxémicos se produce un cambio en el
octapéptido terminal que reduce esta capacidad de union. Probablemente, las
especies reactivas de oxigeno son el agente causal de este cambio conformacional
en la molécula de albamina, haciéndola actuar como antioxidante con el fin de
reducir el dafo.

La albumina modificada por isquemia aumenta la sensibilidad diagnéstica de los
biomarcadores cardiacos convencionales. Debido alto valor predictivo negativo, la
medicion de la albumina modificada por isquemia confiere informacion valiosa en el
estudio del paciente con sindrome coronario agudo, y puede ayudar a excluir
pacientes con baja probabilidad de isquemia miocardica. Sin embargo, la IMA es
una prueba que se puede elevar en cualquier situacion que curse con isquemia, por
lo que su empleo como Unica prueba en el estudio del paciente con dolor toracico
que se sospecha es de origen isquémico, tiene una especificidad diagndstica
inaceptable.

CD40L: El ligando CD40 es una glicoproteina transmembranosa que contiene un
dominio homélogo al factor de necrosis tumoral y es expresado principalmente por
plaquetas y linfocitos T activados. La union de la forma soluble con el receptor de
los linfocitos B lleva a su proliferacion, adhesién y diferenciacién. Por otro lado, la
union con el receptor de las células endoteliales tiene efectos proinflamatorios e
indica la coagulacion al inducir la expresién del factor tisular en los monocitos.

La mayor utilidad de esta proteina es permitir la individualizacion del tratamiento,
asi los pacientes que tienen concentraciones plasmaticas méas elevadas se
benefician del tratamiento con antagonistas de los receptores llb/ llla y se reduce el
riesgo de sufrir infarto o muerte en los siguientes meses. Sin embargo muchas
enfermedades pueden aumentarla en sindrome coronario agudo.

La basqueda del biomarcador ideal continGa y probablemente no acabara nunca.
Sigue la evaluacion de las mdultiples moléculas disponibles y de los nuevos
marcadores potenciales como ensayos Unicos y combinandolos entre si. El futuro
en el tratamiento del sindrome coronario probablemente ira enfocado en el analisis
multimarcador. Todos los marcadores mencionados en esta revision tienen
limitaciones; muchos de los estudios usan la muerte o los eventos cardiovasculares
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mayores como desenlace principal al ser facilmente medibles; no obstante, esos
desenlaces son el resultado de una constelacién de eventos fisiopatol6gicos que
aun no estan claramente establecidos y que podrian ejercer un papel fundamental
en el diagndstico, prondstico y tratamiento de la enfermedad cardiovascular. Con
base en nuestra revision de la literatura, los marcadores que parecen estar mas
cerca de cumplir los criterios de un biomarcador Optimo son las troponinas
ultrasensibles, la albimina modificada por isquemia, y el ligando CD40S.

INMUNOLOGiA UN AREA EN CONSTANTE MOVIMIENTO

INMUNOFLUORESCENCIA: ANTICUERPOS ANTINUCLEARES, UN RETO
PARA EL LABORATORIO (BASADOS EN LAS RECOMENDACIONES
INTERNACIONALES

Claudia Marcela Tafur Amaya
Bacteridloga, Especialista en marketing y Ventas. Experta en microbiologia e inmunofluorescencia.
Alemania.

El uso de las pruebas de laboratorio en las enfermedades autoinmunes
reumatoldgicas es indispensable ya que tienen desarrollan un gran papel en la
clasificacion o soporte diagnéstico de algunas enfermedades y en el prondstico de
otras. La utilidad de los resultados depende de multiples factores entre ellos las
caracteristicas de sensibilidad y especificidad, ademas de la adecuada
interpretacion de los resultados analizados siempre por el especialista dentro del
contexto clinico del paciente.

Los anticuerpos antinucleares (ANA) estan dirigidos contra una variedad de
antigenos nucleares y citoplasmaticos y aparecen con mayor frecuencia en las
enfermedades reumaticas sistémicas. Por consiguiente, su determinacion es una
importante ayuda para el diagndstico diferencial. Asi, por ejemplo, los anticuerpos
SS-A (Ro) y SS-B (La) se asocian con el Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y el
sindrome de Sjogren (SS), y los anticuerpos anti-dsDNA y anti-Sm, contra las
histonas y contra los nucleosomas se relacionan con LES. Los anticuerpos anti-RNP
se asocian con la enfermedad mixta del tejido conectivo y LES, los anticuerpos anti-
Scl-70 con la esclerodermia (esclerosis sistémica progresiva, ESP), los anticuerpos
anti-Jo-1 con la Polimiositis y la dermatomiositis, y los anticuerpos contra la proteina
del centromero con el sindrome CREST.

Hasta este momento, el método de eleccion para la deteccion de ANA ha sido la

prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) en células eucariotas, como las
células HELa y HEp-2. Aunque la inmunofluorescencia es un método sensible, la
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realizacion de la prueba en un gran nimero de muestras es laboriosa y es necesaria
la correcta estandarizacién durante el procesamiento y en la interpretacion ya que
la metodologia puede estar sujeta a determinados errores debido a la interpretacion
de los resultados por el personal del laboratorio, el tipo de conjugado utilizado, la
calidad del sustrato, el tipo de anticuerpos, la sustancia fluorescente, las diluciones
realizadas, el punto de corte y a las diferencias entre los microscopios de
fluorescencia, entre muchos mas.

Los Anticuerpos antinucleares (ANA) son fundamentales para el diagndéstico de
enfermedades autoinmunes, y han sido determinados por la metodologia de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) durante largo tiempo. A medida que la demanda
de pruebas ANA aumentd, Se desarrollaron técnicas alternativas para lograr una
estandarizacion mas facil y de acceso dinamico para el laboratorio. Estas
plataformas alternativas se diferencian en sus perfiles de antigenos, la sensibilidad
y la especificidad. Frente a estas nuevas opciones aparecieron una serie de
incertidumbres relativas a la normalizaciéon y a la interpretacion de los resultados
incongruentes. Por lo tanto, muchos especialistas dedicados a la autoinmunidad
han trabajado tratando de lograr un acuerdo mundial al respecto.

En este caso un grupo internacional de expertos ha creado recomendaciones para
las pruebas de ANA por diferentes métodos. Dos grupos participaron en esta
iniciativa. La iniciativa europea de normalizacion en autoinmunidad en
representacion de 15 paises europeos y la Unién Internacional de Sociedades
Inmunoldgicas /Organizacion Mundial de la Salud / Fundacion de Artritis / El centro
para el control y prevencion de enfermedades / y el comité de normalizacién de
autoanticuerpos.

Las recomendaciones incluyen en particular, los papeles de IFI como el método de
referencia, y la importancia de definir tincion nuclear y citoplasmatica, unificar la
terminologia utilizada para la descripcion de los patrones, punto de corte estimado,
ademas de recalcar la necesidad de incorporar alternativas que permitan realizar la
prueba de manera automatizada. Estas recomendaciones se basan en el
conocimiento actual y puede permitir la armonizacion de los algoritmos locales para
las pruebas y evaluaciéon de ANA y autoanticuerpos relacionados.
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HIV, TAMIZAJE, DIAGNOSTICO Y CONFIRMACION

Veronica Rojas Quimbay
Bacteri6loga, Master en Administracion

El objetivo fundamental de la deteccion del VIH consiste en reconocer al mayor
namero posible de personas infectadas, en una etapa temprana de su infeccion,
para vincularlas eficazmente con los servicios de prevencion, atencién y tratamiento
(5). Es muy importante sefialar que las pruebas de deteccion y la orientacion con
respecto al VIH, independientemente del modelo de prestacion del servicio, deben
cumplir con: 1) el consentimiento, 2) la confidencialidad, 3) la orientacion, 4) los
resultados correctos de la prueba y 5) la vinculacion con la atencion de salud (5,7).

Los ensayos para la deteccion del VIH estan divididos fundamentalmente en dos
categorias (6): 1) las pruebas de tamizaje; disefiadas para detectar a todas las
personas infectadas; y 2) las pruebas confirmatorias disefiadas para diferenciar a
las personas que obtienen un resultado falsamente reactivo por pruebas de tamizaje
de aquellos que estan verdaderamente infectados (1).

Las pruebas de tamizaje, son conocidas también como pruebas de escrutinio,
cribado, “screening”, despistaje o presuntivas. En este grupo de pruebas se
encuentran: 1) las pruebas rapidas, que se fundamentan en la afinidad antigeno-
anticuerpo a través de inmunocromatografia, membranas de flujo y aglutinacién
(1,3,6) y 2) las pruebas basadas en el principio de inmunoensayo enzimatico (EIA),
qgue de acuerdo al producto detectable pueden ser ELISA, MEIA, CMIA, ECLIA,
CLIA, etc. (1,3,7).

El VIH se diagnostica tipicamente a traves de la deteccion de anticuerpos contra el
VIH (marcador seroldgico) y/o antigeno p24 del VIH, en lugar de la deteccién directa
de los componentes propios del virus por pruebas de acidos nucleicos (NAT)
(marcadores virolégicos) (1,7). En la actualidad, las pruebas seroldgicas utilizadas
para el diagnostico del VIH detectan anticuerpos VIH-1/2, con ensayos de cuarta
generacion que incorporan la deteccion de ambos anticuerpos VIH-1/2 y del
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antigeno p24 del VIH (1,7). Cuando la prueba inicial del VIH no puede discernir un
diagndstico, ensayos suplementarios pueden ser utilizados, tales como aquellos
ensayos que detectan solamente antigeno p24 del VIH o ensayos que pueden
detectar tipos especificos de anticuerpos VIH-1/2 (7).

Las pruebas de tipo confirmatorio, son también llamadas pruebas suplementarias
(1). Los ensayos confirmatorios mas utilizados son la inmunoelectrotransferencia
como el “Western Blot” (WB) o analisis equivalentes, que se basan en proteinas
recombinadas o en péptidos sintéticos capaces de detectar anticuerpos contra
proteinas especificas del VIH-1 o del VIH-2 (1,5). También hacen parte de este
grupo de pruebas, el cultivo viral y los ensayos de inmunofluorescencia indirecta (7).

El patrén de aparicion de los marcadores de laboratorio es muy consistente y
permite la clasificacion de la infeccion por el VIH en diferentes etapas que se
observan en la tabla 1 (2).

La duraciéon del periodo de ventana depende de tres factores principales: 1) la
genética del virus, 2) la genética y la inmunocompetencia del huésped y 3) el
componente que exactamente detecta el ensayo (antigenos y/o anticuerpos) (7). En
particular, el formato del ensayo determina su capacidad para detectar anticuerpos
tempranos (incluyendo IgM, IgA, 1gG); esto puede también depender del tipo de
muestra, tal como fluido oral, sangre venosa, capilar o total y suero/plasma (7). El
periodo de ventana mas corto se observa generalmente con las pruebas
serolégicas de cuarta generacién, seguido por los ensayos de tercera generacion
(ver figura 1) (7).

Periodo de Eclipse Periodo de Ventana | Infeccién Aguda | Infeccién Establecida

Caracterizado por una

Intervalo inicial )
. Intervalo entre la | respuesta de anticuerpos
después de la S X
) ! Intervalo entre la | aparicion de ARN | de tipo IgG
infeccion con el VIH . -
infeccion con el VIH | del VIH | completamente
cuando no hay : -
y la primera | detectable y la | desarrollada y suficiente
marcadores de T . .
. deteccién de | primera para cumplir con los
laboratorio . i o . 2
: anticuerpos. deteccién de | criterios de interpretacion
consistentemente )
anticuerpos. de una prueba

detectables. confirmatoria tipo WB.

Tabla 1: Etapas de la infeccion de HIV segln su aparicion y deteccion por el laboratorio Fuente:
elaboracién propia
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Figura 1. Deteccion de la infeccién de VIH con varios formatos y generaciones pruebas de
diagndstico in-vitro durante la historia natural de la infeccion. Fuente (7)

Teniendo como proposito mejorar la calidad de la prestacidon de los servicios y la
aceptabilidad y la utilizacién de las pruebas de deteccién y la orientacion en relacién
con el VIH, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda en muchos
entornos el uso de pruebas rapidas de diagnostico, en lugar de los medios de
diagnéstico convencionales de laboratorio (5). Recomienda estrategias
normalizadas para la realizacion de las pruebas, para incrementar al maximo la
exactitud de los resultados y reducir al minimo los costos. La estrategia mas
apropiada en cada situacion depende fundamentalmente de: 1) los objetivos de las
pruebas, 2) el tipo de epidemia de infeccion por el VIH y 3) de la prevalencia en la
poblacion destinataria (5).

Las estrategias aplican con todos los formatos de analisis del VIH y todas las
combinaciones de formatos de la prueba (5). Es fundamental utilizar pruebas
basadas en diferentes preparaciones de antigenos del VIH y en componentes
diferentes del estuche, a fin de reducir al minimo la posibilidad de resultados
negativos falsos o positivos falsos cruzados (5). Estas estrategias se han elaborado
dando por hecho, que todas las pruebas utilizadas para la deteccion del VIH ofrecen
como minimo una sensibilidad de 99% y una especificidad minima de 98%, lo cual
corresponde a un valor diagnéstico global de un resultado positivo de 99% (5) (7).

Se ha demostrado que las combinaciones de ensayos inmunoenzimaticos, las

combinaciones de pruebas rapidas de diagnostico o una mezcla de
combinaciones de ambos tipos pueden ofrecer resultados tan fiables y en algunos
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casos mas fiables, que la combinacion habitual de ensayos inmunoenzimaticos e
inmunoelectrotransferencia, con un costo mucho menor (5).

Fig. 2-A Fig. 2-B

Perform
Al

v -
Al- 3 Al-
Report HiV-negative Report HIV-negative
-
Perform
A2

-
Al+ A2~ < Repeat » Al-A2-
Report HIV-pesitive Al and A2 Report HIV-negative
Repeat

Al and A2

Perform
Al

Al+ A2~
Report HiV-negative,
if A1 is 2* or 3" generation assay

if A1 is 4™ generation assay

» Report HiV-inconclusive,
(retest in 14 days)
»

Al-A2-

Report HIV-negative
“
Perform
A3
- - 2

Al+ A2-A3+ Al+ A2- A3~
Report HIV-inconclusive Report HIV-negative,
(retest in 14 days) if A1 is 2™ or 3™ generation assay v v
Al+ A2+ A3~
Report HIV-inconclusive, Al+ A2+ A3+ Re‘pon‘HlV-
if A1 is 4™ generation assay Report HIV- inconclusive
(retest in 14 days) positive (retest in 14 days)

Figuras 2-A y 2-B. Estrategias de pruebas serolégicas para el diagnéstico del VIH en entornos de
alta prevalencia (2-A) y baja prevalencia (2-B). Fuente: (7).

Respecto a las pruebas confirmatorias, en la actualidad se aplica una seleccion de
diferentes pruebas del VIH en un orden particular, con el fin de reducir al minimo el
namero de andlisis confirmatorios costosos (5). Las pruebas de confirmacién se
deben utilizar solo con el fin de resolver los casos con resultados no concluyentes
(5). Por consiguiente, se recomienda que los paises consideren la posibilidad de
poner a prueba los algoritmos que utilizan pruebas rapidas de diagndstico o
combinaciones de pruebas rapidas y andlisis inmunoenzimaticos en placas de
microvaloracion, en lugar de combinaciones de analisis inmunoenzimaticos e
inmunoelectrotransferencia (5).

En algunos paises los ensayos de inmunofluorescencia y “Western Blot” (WB) se
siguen utilizando como ensayos suplementarios. Sin embargo, estos son menos
sensibles en general, ya que son ensayos de primera generacion, y ademas
pueden ser costosos. Estos ensayos estan siendo reemplazados por ensayos
suplementarios rapidos mas especificos que utilizan proteinas y/o péptidos
recombinantes (7).

El algoritmo recomendado por el “Centers for Disease Control and Prevention”
(CDC) acerca de las pruebas de laboratorio para el diagnéstico de la infeccion por
el VIH, es una secuencia de pruebas utilizadas en combinacién, para mejorar la
precision del diagnostico del laboratorio del VIH a partir de las pruebas de suero o
plasma. Se incluyen pruebas de antigenos y de acidos nucleicos (NAT) del VIH
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porque los estudios en alto riesgo de VIH, demuestran que con las pruebas de
anticuerpos podrian perderse un porcentaje considerable de las infecciones por VIH
detectables por las pruebas virologicas. Las recomendaciones no incluyen pruebas
rapidas del VIH-1/VIH-2 de combinacion antigeno/anticuerpo o pruebas de &cido
nucleico (NAT) para VIH-2 (2).

HIV-1/2 antigen/antibody combination immunoassay
|
' ‘
(+) (=)
l Negative for HIV-1 and HIV-2
antibodies and p24 Ag

HIV-1/HIV-2 antibody differentiation inmunoassay

|

[ ! ] }
HIV-1 (+) HIV-1 () HIV-1 (+) HIV-1 (-) or indeterminate
HIV-2 (-) HIV-2 (+) HIV-2 (+) HIV-2 (-)
HIV-1 antibodies HIV-2 antibodies HIV atibodies
|
(+) indicates reactive testresult : '
(-) indicates nonreactive test result HIV-1 NAT (+) HIV-1 NAT (-)
NAT: nucleic acid test Acute HIV-1 infection Negative for HIV-1

Figuras 3. Algoritmo de pruebas de laboratorio para VIH recomendado para muestras de suero o
plasma. Fuente: (2)

El algoritmo anterior (Figura 3) aumenta la capacidad de detectar la infeccion aguda
por VIH-1, sin embargo, ningin ensayo de laboratorio puede detectar la
infeccion por el VIH inmediatamente después de su adquisicién. La duracion del
periodo de eclipse entre la infeccion y la aparicion de ARN del VIH no esta bien
definida a partir de los estudios clinicos y probablemente varia con la via de
infeccion, el tamafio del indculo y la sensibilidad del NAT utilizado para detectar los
acidos nucleicos del VIH-1 (2).

El “Western Blot” (WB) para VIH-1 y los ensayos de inmunofluorescencia indirecta
(IFA) para VIH-1, previamente recomendados para hacer un diagnostico de
laboratorio de la infeccion VIH-1, ya no forman parte del algoritmo recomendado,
debido a que la confirmacion de resultados de inmunoensayo iniciales reactivos con
estas pruebas, puede producir resultados falsos negativos o indeterminados en el
curso temprano de la infeccién por VIH (2). El uso de “Western Blot” para VIH-1 para
la confirmacion de estos inmunoensayos, puede producir resultados falsos
negativos durante la seroconversion (2).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sugiere la adopcion de medidas costo-

efectivas, respetuosas de los derechos del ser humano y acordes a la realidad local
(4). Para el caso de Colombia, en Marzo de 2015 el Instituto Nacional de Salud

Rev CSV 2015; 7 (S-1): 2-48 28



IHS)C()N(;RESC f® . {
INTERNACIONA v
EL TS mera v\
BACTERIOLOGI Liencra v Salud
L} .
Pt T il s s firfual

Sestién del Concoimeendo | SS N 2145_5333

publicé el Protocolo de vigilancia en salud publica para el evento de VIH — SIDA, en
donde se indican los algoritmos para diagnostico en: 1) mayores de 18 meses,
adolescentes y adultos no gestantes, 2) gestantes y 3) menores de 18 meses. En
general las pruebas presuntivas pueden ser pruebas rapidas o
enzimoinmunoanalisis (EIA) de tercera o cuarta generacion. Como segunda prueba
y posterior a un resultado reactivo, puede realizarse una prueba diferente, ya sea
en formato de prueba rapida o de prueba EIA de tercera o cuarta generacion. Si
después de estos 2 resultados, el diagndstico no es concluyente, como tercera
prueba puede optarse por otra prueba rapida o prueba EIA de tercera o cuarta
generacion (diferente a la prueba presuntiva y a la segunda prueba) o por carga
viral o “Western Blot”. Para el caso de las gestantes y en este punto, la Unica opcién
es realizar carga viral y ante un resultado no concluyente, se procede a realizar
como cuarta prueba el “Western Blot” (3,4).

Segun la Organizacion Panamericana de Salud (OPS) y la Organizacion Mundial de
Salud (OMS), existen muchos modelos de prestacion de servicios de orientacion y
pruebas de deteccion del VIH que se pueden escoger y la mayor eficacia se
lograra con una combinacion de modelos de prestacion (5). Para concluir, cada
pais debe escoger el modelo de prestacion de servicios de manera estratégica,
considerando como criterios clave: 1) el tipo de epidemia, 2) la eficacia en funcién
de los costos, 3) la equidad en el acceso y 4) los recursos existentes (5).
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DIETA, NUTRICION Y ALERGIAS

Javier Marrugo Cano
MD, Magister en Inmunologia, Profesor Instituto de Investigaciones Inmunolégicas Universidad de
Cartagena, [marrugoc@unicartagena.edu.co

Las enfermedades alérgicas (AS, RA y DA) constituyen una problematica de salud
publica para muchos paises. Desde la década de los 60 estas vienen en aumento.
Un estudio reciente determind la prevalencia global de AS, mediante reporte de
sibilancia, en un 8.6%. Dennis et al estim6 prevalencias de AS, RA y DA en
Colombia durante el afio 1998 del 10.4%, 22.6% y 3.9%, respectivamente. En el
2009, el mismo autor muestra que la prevalencia de estas enfermedades es mayor,
especialmente para RA 'y DA. En Cartagena de Indias (Bolivar, Colombia) se calcul6
una prevalencia de AS del 8.8% y de RA del 16.4%.

Actualmente el reporte de sintomas mediante cuestionarios es la metodologia que
se utiliza en la mayoria de estudios epidemiol6gicos donde se estima la prevalencia
de este grupo de enfermedades. El estudio ISAAC (The International Study of
Asthma and Allergy in Childhood) ha estimado la prevalencia de enfermedades
alérgicas en nifios en mas de 105 paises, incluyendo naciones donde nunca se
habia llevado a cabo esta medicion, constituyéndose como el estudio
epidemioldgico mas grande a nivel mundial, que ademas ha tratado de estandarizar
la metodologia para evaluar este grupo de enfermedades.

Uno de los hallazgos mas sobresalientes del estudio ISAAC es la variabilidad de la
prevalencia entre los paises, inclusive dentro de sus comunidades, por ejemplo la
diferencia de DA entre el pais con menor prevalencia fue de 60 veces con respecto
al de mayor prevalencia. Dicho contraste podria deberse a las limitaciones
expuestas anteriormente; no obstante, se definieron mismos grupos etarios (nifios
entre 6 y 7 aflos, 13 y 14 afios) y la estrategia para definir los casos fue la misma
(cuestionario de reporte de sintomas). Aunque existen limitaciones propias del
método, como el sesgo de memoria, la baja sensibilidad y los diversos idiomas, es
poco probable que solo estas expliquen por completo las diferencias tan marcadas
gue se observan entre las diferentes regiones del mundo.

Las enfermedades alérgicas son consideradas complejas debido a que no existe un
solo factor o un modelo que expliqgue por completo la causalidad de las mismas.
Una de las principales contribuciones de este tipo de iniciativas epidemiolégicas,
ademas de reconocer que las enfermedades alérgicas afectan a una gran parte de
la poblacion mundial, es la generacion de hipétesis que expliquen, parcialmente,
porque la prevalencia es mayor en ciertas poblaciones.

En multiples estudios se ha reportado una la mayor prevalencia de enfermedades
alérgicas y atopia en poblaciones urbanas que rurales. Lo anterior ha permitido
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plantear algunos factores inherentes al urbanismo como los responsables en el
incremento progresivo de estas a nivel mundial. La polucion, la exposicién a
alérgenos, la condicion de fumador pasivo, el mayor o menor consumo de algunos
grupos de alimentos o nutrientes, la exposicidon a diversos tipos de helmintos se ha
relacionado con una mayor prevalencia de alergias.

La hipétesis de la higiene, propuesta por Strachan a finales de los 80, plantea que
el contacto con microorganismos infecciosos podria evitar el desarrollo de las
enfermedades alérgicas, promoviendo la polarizacion de la respuesta inmunolégica
hacia un perfil Th1l. Por lo tanto, el aumento de estas podria ser explicado por las
condiciones mas limpias en que los individuos habitan, resultado de un estilo de
vida mas urbano. Diversos estudios epidemiol6gicos se han disefiado para evaluar
esta hipotesis, sin embargo los resultados no han sido consistentes.

El estilo de vida rural (nhacimiento o crianza en una granja, contacto con ganado,
consumo de leche no pasteurizada) ha mostrado, en algunos estudios, ser un factor
protector para el desarrollo de las alergias, sin embargo no se han definido con
exactitud cudles son las exposiciones que determinan dicha proteccién, o si es un
conjunto de ellas. El contacto con microorganismos se ha estudiado con variables
asociadas como la exposicion materna a animales de granja, via del parto (vaginal
Vs cesarea), infecciones y uso de antibidticos en etapas tempranas de la vida,
vacunaciones, asistencia a guarderias (infecciones adquiridas en la comunidad),
infecciones parasitarias, y la concentracion de endotoxina en el polvo de las casas,
entre otras. Recientemente Ege et al mostr6 que la diversidad de bacterias y
hongos, valorada por técnicas de migracién de DNA (Polimorfismo de Conformacion
de Cadena Simple) y de cultivos, presentes en el polvo de las casas se relacionaba
inversamente con el riesgo de sufrir de asma; ademas permitié identificar familias
de bacterias que podrian ser las responsables del efecto protector del estilo de vida
rural.

De esta manera, la hipétesis de la higiene suscita actualmente una interesante
discusion que permita dilucidar como se generan las enfermedades alérgicas y
cuales son los factores implicados. Otro de los factores que ha venido tomando
importancia en los estudios epidemiolégicos es la dieta y algunos de sus
componentes. El patrén de dieta mediterrdnea, y algunos nutrientes como las
vitaminas A, D y E, el zinc, al igual que ciertas frutas y vegetales han mostrado en
diversos estudios transversales y longitudinales su asociacion protectora con el AS
principalmente.

La dieta de la poblacién ancestral mediterranea (norte de africa y costa
mediterrdnea europea) es caracterizada por una alta ingestion de alimentos
vegetales como frutas y verduras, grandes cantidades de pan, cereales, legumbres,
nueces, bajo consumo de productos lacteos, huevos y pequefias cantidades carne
de res y de pollo. Ademas, esta dieta tiene un bajo contenido en grasas saturadas,
alto contenido de carbohidratos, fibra, antioxidantes y un alto contenido de grasas
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poliinsaturadas omega-3, proveniente principalmente del aceite de oliva y en
algunas aéreas mediterraneas del consumo de pescado.

Algunos investigadores han estudiado la influencia de la dieta sobre las
enfermedades atdpicas analizando por grupos de alimentos, en vez de nutrientes
individuales, lo que se denomina patrones dietarios. Un ejemplo de este tipo de
estudios, fue el realizado por de Batle et al. en nifios y madres en México, donde se
encontro una asociacion inversa entre ingesta de dieta mediterrdnea y el desarrollo
de algunas enfermedades alérgicas. Utilizando cuestionarios de frecuencia de
consumo y cuestionarios estandarizados de autopercepcion para determinar la
prevalencia de enfermedades alérgicas, los autores indagaron las dietas de los
nifios en los ultimos 12 meses, la dieta de sus respectivas madres en el periodo de
gestacion y la frecuencia de estas enfermedades. Encontraron que la dieta
mediterranea en los nifios durante los Ultimos 12 meses estuvo inversamente
asociada con asma permanente (OR = 0.60, 95% CI = 0.40-0.91) y rinitis
permanente (0.64, 0.47-0.87), mientras que no encontraron ninguna asociacion
entre la alimentacion prenatal con patrones dietarios mediterraneos y enfermedades
alérgicas.

Para explicar los mecanismos por el cual el ambiente modifica la susceptibilidad de
padecer las enfermedades alérgicas, se han postulado los cambios epigenéticos.
La epigenética consiste en todas aquellas modificaciones en el ADN, la cromatina,
las moléculas de RNA reguladoras y otros procesos que son independientes del
cadigo genético (herencia) pero que estan relacionados con la expresion de genes.
Los trabajos en donde se evalla como los patrones dietarios pueden regular
eventos epigenéticos en el contexto de las enfermedades alérgicas son escasos.
Hollingsworth et al demostraron en un modelo murino de AS, que una dieta rica en
donadores metilo tiene relacién con una mayor severidad de la enfermedad. Al igual,
identificé 82 loci asociados a genes que eran diferencialmente metilados después
de una dieta rica en donadores metilo, lo que sugiere que los factores dietarios
podrian modificar el riesgo de AS a través de un mecanismo epigenético.

Marcapores MoLecuLARES Y GENETICOS

VITAMINA D: ASPECTOS CLINICOS

Valeria Pastorino Casas
MD, Especialista en Endocrinologia — Argentina.

La vitamina D es una hormona esteroidea involucrada en el metabolismo 6seo,

cuya funcién principal es mantener la homeostasis calcica. Se obtiene a travées
de la dieta y fundamentalmente por accion de los rayos ultravioleta B (UVB) en la
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piel. No es una verdadera vitamina y se le considera una hormona, puesto que
puede sintetizarse endégenamente, actia en forma endocrina y su concentracion
no depende exclusivamente de aportes nutricionales.

Por otra parte, la vitamina D3 o colecalciferol se sintetiza en la piel a partir de
la conversidn del 7- dehidrocolesterol en previtamina D3 por efecto de los rayos
UVB. Luego, la previtamina D3 se isomeriza a vitamina D3 en un proceso
dependiente de la temperatura de la piel. La produccién dérmica es regulada de
tal manera que cuando hay exceso de exposicion a rayos UVB se producen
metabolitos inactivos que evitan la intoxicacion (1). La vitamina D2 o ergocalciferol
se genera a través de un proceso similar que ocurre en los vegetales.

La incorporacion a través de la dieta es limitada dado que existen pocos alimentos
naturalmente ricos en vitamina D (salmén, caballa, sardina, aceite de higado de
bacalao, atun, yema de huevo, hongos). Algunos lacteos y jugos estan fortificados
con vitamina D (2). La vitamina D que proviene tanto de la sintesis cutdnea como
de la ingesta, es hidroxilada a nivel hepatico a 25(OH)D (calcidiol) por la enzima
25a-hidroxilasa y luego en el rifién, a 1,25(0OH)2D (calcitriol) por la enzima la-
hidroxilasa. El calcitriol es el metabolito activo de la vitamina D. Cuando la sintesis
de 1,25(0OH)2D es suficiente, la 25(0OH)D se transforma a nivel renal en el
metabolito inactivo 24,25(0OH)2D. La la-hidroxilacion renal esta rigurosamente
regulada siendo estimulada por la PTH, la hipocalcemia y la hipofosfatemia e
inhibida por la misma 1,25(0OH)2D, la hipercalcemia, la hiperfosfatemia y el
factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23) (2).

Los diferentes metabolitos de vitamina D circulan unidos a una proteina ligadora
(DBP) que tiene alta homologia con la albumina (2). La mayor parte de las
acciones de la vitamina D estan mediadas por el receptor de vitamina D (VDR),
miembro de la familia de receptores nucleares de hormonas esteroides. Al ingresar
a sus células diana, el calcitriol se disocia de la DBP y se une al VDR, el cual
sufre cambios conformacionales en su estructura tridimensional que le permiten
transportarse hacia el nucleo, donde se heterodimeriza con el receptor del acido
retinoico (RXR). El complejo VDR/XRX se une a regiones promotoras del ADN para
regular la transcripcion génica (efecto gendmico) (3). El calcitriol también puede
unirse al VDR ubicado en caveolas de la membrana plasmatica dando origen a
segundos mensajeros lo que desencadena una respuesta rapida (efecto no
genomico) (4).

Las acciones llamadas “clasicas” de la vitamina D consisten en promover la
absorcion intestinal de calcio y fésforo, la reabsorcion renal de calcio y la
movilizacion de calcio del hueso para mantener la calcemia en un rango normal
(5). ElI VDR no se encuentra Unicamente en el intestino, rifidn y hueso, sino que
se expresa en casi todos los tejidos humanos, con lo cual la vitamina D tiene
funciones que van mas alla del metabolismo éseo conocidas como acciones “no
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clasicas” (5). Ademas, se ha demostrado que la piel, ganglio linfatico, colon,
mama, préstata, médula adrenal, pancreas, cerebro y placenta, expresan la 1a-
hidroxilasa y producen 1,25(0OH)2D, que actua en forma autocrina o paracrina
regulando la proliferaciéon y diferenciacién celular y la funcién del sistema inmune
(6). Estas acciones “no clasicas” de la vitamina D han sido motivo de numerosas
investigaciones en los ultimos afos.

La hipovitaminosis D esta ampliamente distribuida a nivel mundial, afectando
aproximadamente a 1 billon de personas y representa un problema de Salud
Publica. Existen ciertas situaciones o enfermedades que aumentan el riesgo de
padecerla: baja exposicion solar o0 uso de protectores solares,
hiperpigmentacion cutanea, vivir en latitudes elevadas, baja ingesta de vitamina
D, sindromes de malabsorcion, enfermedad renal crénica, insuficiencia hepética,
diversos farmacos y obesidad entre otros (5).

La hipovitaminosis D produce raquitismo en los nifios, mientras que en los adultos,
la clinica es variable segun el grado de deficiencia, pudiendo ocasionar
osteomalacia, hiperparatiroidismo secundario con menor densidad mineral ésea
(osteopenia u osteoporosis) y debilidad muscular con aumento de la probabilidad
de caidas, llevando todo esto a un incremento del riesgo de fracturas (7). En los
altimos tiempos, se havinculado al déficit de vitamina D con distintas afecciones,
tales como diabetes tipo 2, enfermedad cardiovascular (hipertension arterial,
infarto, insuficiencia cardiaca), cancer (especialmente de mama, préstata y colon),
enfermedades autoinmunes (diabetes tipo 1, esclerosis mudltiple, artritis
reumatoidea, lupus, enfermedad inflamatoria intestinal, psoriasis), infecciones,
asma, esquizofrenia, depresion, y otras (8).

Incluso se ha asociado a la vitamina D con la mortalidad, siendo ésta menor
en los pacientes con niveles adecuados de vitamina D y en aquellos
suplementados (9).

También son relevantes las consecuencias de la hipovitaminosis D durante el
embarazo. En la madre, provoca hiperparatiroidismo secundario y mayor riesgo de
resistencia insulinica, preeclampsia y parto prematuro. En el neonato predispone
a bajo peso, menor crecimiento posnatal, hipocalcemia y raquitismo congénito (8).

La medicion del calcidiol sérico es el mejor indicador clinico del estatus
nutricional de vitamina D. No es util la determinacion del calcitriol porque aun en
situaciones de hipovitaminosis severa sus niveles se mantienen dentro del rango
normal, a expensas de un hiperparatiroidismo secundario (2). Se considera como
nivel sérico 6ptimo de 25(OH)D al valor que suprime la PTH circulante, permite
una maxima absorcion intestinal de calcio, mantiene una adecuada densidad
mineral 6sea, evita la osteomalacia y disminuye el riesgo de caidas y fracturas.
Aungue existen controversias con respecto a este valor, la mayoria de los autores
considera que el nivel sérico 6ptimo de 25(OH)D es =30 ng/ml y definen como
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insuficiencia a valores entre 21 y 29 ng/ml y como deficiencia a aquellos <20
ng/ml (2). Todavia no hay evidencia suficiente para poder recomendar un punto de
corte por encima del cual se producen los beneficios extradseos pero este valor
pareceria ser similar o levemente mas alto al nivel deseado para las acciones
clasicas.

En los ultimos afios ha habido un importante incremento en la demanda a los
laboratorios de determinaciones de vitamina D, ante las numerosas investigaciones
sobre sus posibles efectos beneficiosos sobre la salud. Como consecuencia se han
desarrollado varios ensayos automatizados para tratar de cubrir esa demanda,
reemplazando los ensayos manuales. Las controversias que rodean la medicion
de 25(OH)D estan directamente relacionadas con los problemas que existen para
determinarla en el laboratorio: su naturaleza altamente hidrofébica, su fuerte
union a la DBP, la presencia de multiples metabolitos de vitamina D que pueden
interferir en los ensayos, la falta de un método de referencia y de una
estandarizacion internacional adecuada (10). Esta situacion hace que existan en
la literatura discrepancias en los resultados entre distintos autores al emplear
diferentes metodologias para la medicion de la 25(OH)D en los estudios de
investigacion. Actualmente se utilizan una gran variedad de métodos para medir a
la vitamina D, cuyas diferencias ponen en duda el uso de un Unico valor de corte y
sugieren que la prevalencia de déficit es dependiente del ensayo (10,11). Debido
a esto se ha propuesto calcular un valor de corte especifico para cada ensayo, lo
que dificultaria el seguimiento del paciente en el tiempo. Los médicos deben estar
al tanto de todas estas limitaciones para poder interpretar con cautela los
resultados y tomar decisiones clinicas correctas.

Se ha propuesto a la cromatografia liquida-espectrometria de masa (LC-MS) con
dilucion isotopica como método de referencia. Ademas el NIH (National Institute of
Health) junto al NIST (National Institute for Standards and Technology), el CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) y la Universidad de Ghent en Bélgica
han lanzado el Programade Estandarizacion de Ensayos de vitamina D (VDSP)
(del cual participan proveedores de ensayos) que ayudara a resolver la
problematica con respecto a la medicion de la vitamina D y asi mejorar la practica
clinica y de salud publica en elmundo (12).

Para el tratamiento de la hipovitaminosis D pueden utilizarse tanto el ergocalciferol
(vitamina D2) como el colecalciferol (vitamina D3) (2). La suplementacién puede
ser diaria, semanal, quincenal, mensual o trimestral, y las dosis son variables.
Cuando los intervalos entre dosis son largos conviene indicar vitamina D3, ya que
su vida media sérica es mayor que la de D2. La ventana terapéutica es amplia, y
el riesgo de intoxicacién es bajo; casi nunca ocurre con niveles de 25(0OH)D < a
150 ng/ml (11). Durante el tratamiento con vitamina D existen 2 etapas, una de
correccion del déficit en la que se utilizan dosis altas, y otra de mantenimiento
donde las dosis administradas tienen como objetivo mantener la concentracion
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sérica de 25(OH)D en el rango deseable (11). Los efectos adversos del tratamiento
son muy raros e incluyen la hipercalcemia, la hipercalciuria y la litiasis renal (11). El
interés por la vitamina D esta en aumento por sus importantes implicancias clinicas,
por lo que es necesario resolver las dificultades metodologicas actuales para
poder seguir avanzando con los estudios de investigacion y para que los médicos
frente a sus pacientes puedan interpretar correctamente los resultados obtenidos
y tomar decisiones adecuadas.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ENFERMEDADES GENETICAS A TRAVES
DE NGS: UTILIDADES Y DESARROLLO EN COLOMBIA

Jubby Marcela Galvez Bermudez
MD, Magister en Epidemiologia Genética. Magister en Genética Humana

El desarrollo de técnicas de secuenciacién de siguiente generacién (NGS, por sus

siglas en inglés) ha permitido el avance a gran escala en el diagnéstico molecular
de enfermedades genéticas, principalmente enfermedades mendelianas.
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La secuenciacion NGS se basa en el andlisis simultaneo a través de secuenciacion,
de un numero practicamente ilimitado de genes, a un costo cada vez mas accesible.
La NGS, también conocida como secuenciacion masiva en paralelo, actta a partir
de templados de ADN amplificados clonalmente o moléculas simples de ADN que
son secuenciados en paralelo; a diferencia de la secuenciacion convencional de
Sanger, basada en la separacion electroforética de productos de PCR,
secuenciados en reacciones individuales.

Actualmente contamos con diferentes plataformas de NSG (Roche, lllumina, Life
Technologies, etc.) que ofrecen cada vez mayor precision con menores costos y
tiempos de entrega de resultados. Estas plataformas difieren basicamente en su
configuracion, longitud de los reads (lecturas), frecuencia y tipos de errores en su
secuencia, rendimiento, métodos quimicos para la secuenciacion y costos.

Las enfermedades de origen genético, aunque individualmente son raras, afectan
una proporcion importante de individuos a nivel mundial, por lo que su confirmacion
diagnéstica es esencial para el buen manejo de estos pacientes. El diagnostico
molecular, es la herramienta de confirmacion para la mayoria de ellas,
especialmente las heredades de manera mendeliana. Por tanto, las técnicas de
NGS son una herramienta de altisima utilidad en muchas de estas enfermedades,
principalmente aquellas que: 1. Tienen gran heterogeneidad genética, lo que
significa que son causadas por mas de un gen (muchas de ellas por decenas de
genes); 2. Son causadas por genes de gran tamafio, por lo que su analisis a través
de secuenciacidon de Sanger puede ser de alto costo e implicar tiempos de
resultados muy elevados; o 3. Tienen un cuadro clinico heterogéneo y/o ambiguo,
lo que hace que su diagnéstico y aproximacion clinica sea extremadamente dificil,
mientras que una aproximacioén molecular podria ser la respuesta a la confirmacion
diagnostica.

Para este ultimo grupo de enfermedades, la secuenciacion de NGS ha permitido lo
gue hace unos afios era inimaginable: llegar a un diagndstico confirmatorio a partir
de la genética y no de la clinica. El estudio diagndstico que ha permitido este logro
es la secuenciacion de Exoma, en la que se secuencian y analizan todas las
regiones codificantes del genoma, o en ocasiones, solo aquellas que han sido
relacionadas con enfermedades genéticas mendelianas (méas de 4.800 genes) de
manera simultanea.

En Colombia, hasta hace poco este tipo de estudios eran de acceso limitado por
varias razones: 1. No se contaban con las plataformas necesarias para la realizacion
de este tipo de estudios en nuestro pais, por lo que estas pruebas se realizaban en
paises como Estados Unidos o en Europa; y 2. La implementacion de estas
plataformas parecia ser de alto costo y dificil procesamiento.
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En la actualidad, en Colombia contamos con las plataformas necesarias para la
realizacion de NGS, y aun mas importante, contamos con el conocimiento necesario
y alianzas estratégicas para el analisis de datos, que es un punto crucial a la hora
de generar resultados de este tipo de estudios.

BioLocia MoLEcULAR A LA VANGUARDIA

TREINTA'Y TRES ANOS DE UN SISTEMA ULTRAMICROANALITICO EN EL
DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS. NUEVOS ENSAYOS
MOLECULARES Y PRUEBAS RAPIDAS

Anny Armas Cayarga
Bioquimica, MSc en Microbiologia, Jefa del departamento de Diagnostico Molecular, Centro de
Inmunoensayo, La Habana, Cuba. anny.armas@cie.cu

Introduccién

La tecnologia SUMA o sistema ultramicroanalitico contiene una linea de productos
cuya finalidad es contribuir a la prevencién y mejoramiento de la calidad de vida de
miles de personas en Cuba y en el mundo. Es producida por el Centro de
Inmunoensayo (CIE, La Habana, Cuba), que con méas de 28 afios de experiencia se
ha especializado en el desarrollo y produccion de sistemas diagndsticos, asi como
de estrategias para programas de salud. Hasta la fecha se han desarrollado e
introducido en el sistema de salud cubano 33 estuches diagndsticos para 19
patologias.

Se cuenta con una experiencia de 33 afios de uso del SUMA en Cuba y en el mundo
en diferentes programas de salud como: (1) El programa de atencidon materno
infantil, que incluye el ensayo de cuantificacion de la alfafetoproteina para la
deteccién pre-natal de defectos en el cierre del tubo neural, los ensayos de
deteccion de anticuerpos al virus de inmunodeficiencia humana 1+2 (VIH 1/2) y del
antigeno de superficie de la hepatitis B para el control de la transmision vertical de
estos agentes infecciosos, y los ensayos para la pesquisa neonatal de
Hipotiroidismo Congénito, Fenilcetonuria, Hiperplasia Adrenal Congénita,
Deficiencia de Biotinidasa y Galactosemia; (2) ElI programa de Vigilancia
Epidemiolégica para el control de enfermedades transmisibles como el VIH-SIDA,
las hepatitis B y C, el Dengue, la lepra y la enfermedad de Chagas, empleando los
sistemas diagndsticos para la pesquisa de estas enfermedades; (3) Programa de
certificacion de sangre y organos, para evitar la transmision parenteral del VIH, el
VHB y el VHC; y (4) Programa para el control de enfermedades crénicas no
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transmisibles, donde se incluyen la diabetes, la enfermedad renal crénica y los
tumores malignos.

La utilizacion de la tecnologia SUMA en Cuba, ha tenido un impacto en la reduccion
de la mortalidad infantil y en el control de la transmisién vertical del VHB y del VIH.
Cuba es el primer pais del mundo en lograr la eliminacion de la transmision de
madre a hijo del VIH. Con el empleo de esta tecnologia se han podido diagnosticar
y tratar a tiempo 976 nifios con enfermedades heredo metabdlicas como resultado
de la pesquisa neonatal, evitando el retraso mental severo irreversible o la muerte
en estos nifios. Se ha logrado la reduccién de la transmision de enfermedades
infecciosas como la hepatitis B, C, Chagas, Lepra, VIH y Dengue. La aplicacion del
SUMA en el programa para el control de enfermedades crénicas no transmisibles
ha posibilitado el diagnéstico precoz del cancer de préstata y colon, logrando
aumentar las posibilidades terapéuticas para estas enfermedades. En el programa
de control del cancer cervicouterino, se ha obtenido un incremento en la cobertura
y calidad de la pesquisa citoldgica, una disminucion de los resultados no utiles y un
aumento en la capacidad de diagndstico precoz y tratamiento del cancer
cervicouterino y sus lesiones precursoras.

Nuevas pruebas rapidas de la tecnologia SUMA

La tecnologia SUMA cuenta hoy con nuevas pruebas rapidas Gtiles en la pesquisa
de diferentes enfermedades infecciosas como las hepatitis B, C, el Dengue, la Sifilis
y la infeccion por el VIH 1/2. Todos los ensayos tienen un sistema interno de control
de la calidad que garantiza que el procedimiento se ha ejecutado apropiadamente.

El ensayo SUMARAPID VHC es una prueba inmunocromatografica de doble
antigeno para la deteccion visual de anticuerpos contra el VHC en suero y plasma
humano. Emplea 100 pL de muestra. La comparacion de este ensayo con el
UMELISA HCV (Tecnosuma, CIE, Cuba) empleando 138 muestras de suero
clasificadas por el UMELISA, de las cuales 86 son positivas a anticuerpos del VHC
y 52 negativas, mostro una sensibilidad del 97,7% y una especificidad del 100%. En
la evaluaciéon se incluyeron, ademas, cinco muestras positivas en periodo de
ventana, segun el ensayo comercial Hepanostika HCV (Biomérieux) y las cinco
resultaron positivas por el ensayo SUMARAPID VHC. Los resultados obtenidos
avalan el empleo de esta prueba para la pesquisa de la hepatitis C en grupos de
riesgo.

El ensayo SUMARAPID Dengue NS1 es una prueba inmunocromatografica de
doble anticuerpo para la deteccidn visual del antigeno NS1 del virus del dengue en
suero, plasma y sangre total. Emplea 100 pL de muestra. Para la evaluacion del
ensayo se emplearon 155 muestras de suero de pacientes con infeccion por
Dengue, tomadas entre el primer y cuarto dia de comienzo de los sintomas,
clasificadas como positivas por el ensayo Platelia Dengue NS1 Ag, BioRad, USA;
41 muestras de suero procedentes de pacientes con infeccién por Dengue, tomadas
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entre el primer y cuarto dia de comienzo de los sintomas, clasificadas como
negativas por el ensayo comercial Platelia Dengue NS1 Ag, BioRad, USA y 32
muestras de suero procedentes de pacientes no infectados con el virus del Dengue.
De las 155 muestras positivas a NS1, se detectaron 139 positivas por el ensayo
SUMARAPID Dengue NS1, obteniéndose una sensibilidad clinica del 89,7% (De las
16 muestras falsas negativas, 9 tuvieron bajos niveles de positividad en el ELISA de
referencia). La especificidad clinica fue del 100% (73/73 negativas). Los valores de
sensibilidad y especificidad clinica obtenidos se consideran adecuados para este
tipo de ensayo y se encuentran en correspondencia con lo reportado por otras
pruebas de similar principio por lo que se recomienda el uso de esta prueba en el
diagndstico temprano de la infeccion por Dengue en cualquier area de salud.

El ensayo SUMARAPID Combo Dengue es una prueba inmunocromatografica que
permite la deteccion visual de anticuerpos IgG, IgM y antigeno NS1 del virus del
Dengue en suero, plasmay sangre total. La prueba consta de dos casetes, uno para
la prueba de antigeno NS1 de Dengue y el otro para la prueba de anticuerpos
IgG/IgM especificos de Dengue. Para NS1: Se ensayaron 49 muestras (10
negativas y 39 positivas, evaluadas por la prueba SUMARAPID Dengue NS1y por
el ELISA comercial Platelia Dengue NS1 Ag (BioRad, USA). La sensibilidad clinica
fue de un 94,9% (37/39 positivas) y la especificidad clinica, de un 100%. Al comparar
la prueba de anticuerpos IgG/IgM de Dengue con el Panbio dengue test Kit
(Australia), empleando 206 muestras positivas y 253 negativas, se obtuvo una
sensibilidad del 99,0% y una especificidad del 96,8%. Se evaluaron ademas, las 16
muestras con infeccion confirmada por Dengue y resultado positivo por Platelia
Dengue NS1 Ag y negativo por SUMARAPID Dengue NS1. Diez de los 16 falsos
negativos del SUMARAPID Dengue NS1, se detectaron positivos en el ensayo
SUMARAPID Combo Dengue, pues resultaron positivos a IgM, lo cual avala la
utilizaciéon de este ultimo para el diagndstico temprano de la infeccion por Dengue.

El ensayo SUMARAPID Sifilis es una prueba inmunocromatografica para la
deteccion visual de anticuerpos contra el Treponema Pallidum (TP) en suero,
plasma y sangre total. Se emplearon 109 muestras de suero provenientes de
individuos con sifilis activa, confirmados por las pruebas de deteccién rapida de
reaginas plasmaticas (RPR) [Centis, Cuba] y Hemaglutinacibn de Treponema
pallidum (HATP) [Centis, Cuba]; 96 muestras de sueros negativos a sifilis,
confirmados por RPR y HATP. Se obtuvo un 100% de sensibilidad y especificidad
clinica, resultados que avalan el empleo de esta prueba rapida para la pesquisa
activa de Sifilis.

Los ensayos SUMARAPID VIH 1/2 (3 lineas) y SUMARAPID VIH 1/2 (en saliva),
son pruebas inmunocromatograficas de doble antigeno, para la deteccién visual de
anticuerpos contra el VIH 1/2 en suero/plasma y saliva, respectivamente. Para la
comparacion del ensayo SUMARAPID VIH 1/2 (3 lineas) con el ELISA de referencia
(UMELISA HIV 1+2 RECOMBINANT, CIE, Cuba), se emplearon 104 muestras
positivas al VIH 1/2 (de ellas, 23 positivas al VIH-2) y 37 muestras negativas. Todas
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las muestras positivas fueron confirmadas por Western Blot. El ensayo
SUMARAPID VIH 1/2 (3 lineas) mostr6 una sensibilidad clinica del 98,1% (102/104
positivas) y una especificidad clinica del 100% (37/37 negativas). La evaluacion del
ensayo SUMARAPID VIH 1/2 (en saliva) se realiz6 empleando 103 muestras de
saliva positivas al VIH 1/2, procedentes de pacientes con diagnostico confirmado de
VIH, y 44 muestras de saliva de seronegativos al VIH 1/2. Todos los individuos
participantes en el estudio fueron evaluados ademas con el ensayo SUMARAPID
VIH 1/2 (3 lineas) y el UMELISA HIV 1+2 RECOMBINANT, que en este caso se
empled como prueba de referencia. La sensibilidad clinica obtenida para el ensayo
SUMARAPID VIH 1/2 (en saliva) fue del 94,17% (97/103 positivas) y se obtuvo un
100% de especificidad clinica (44/44 negativas). Ambos ensayos pueden ser
empleados en la pesquisa de la infeccion por VIH cuando se requiere de un
resultado rapido.

El SUMARAPID VIH 1/2-Sifilis es una prueba inmunocromatografica de doble
antigeno, para la deteccion visual de anticuerpos contra el TP y el VIH 1/2 en suero,
plasma y sangre total. Se evaludé la sensibilidad y especificidad del ensayo
empleando 20 muestras con diagnoéstico confirmado de VIH, 8 muestras de suero
positivas a sifilis, caracterizadas por el ensayo SYPHILIS SCREENING
Recombinant (Elisa tipo “sandwich” para la deteccion cualitativa de anticuerpos
totales (IgG+IlgM) al TP, 27 muestras de suero negativas a ambas infecciones,
procedentes de donantes del Banco de Sangre Provincial de La Habana y 92
muestras con coinfeccion VIH-Sifilis. Se obtuvo una sensibilidad clinica del 100%
para Sifilis (100/100 positivas) y del 100% para VIH (112/112 positivas) mientras
qgue la especificidad clinica en ambos casos fue del 100% (27/27 negativas),
recomendando el uso de este ensayo para la pesquisa de ambas infecciones
cuando se requiere de un resultado rapido en las areas de salud.

El SUMARAPID COMBO VHB es una prueba rapida, inmunocromatografica,
disefiada para la determinacién cualitativa del VHB en suero o plasma humano.
Permite la deteccion visual de los cinco marcadores principales en una infeccién por
el VHB. Estos son: el antigeno de superficie del VHB (HBsAQ), anticuerpos contra
el antigeno de superficie del VHB (Anti-HBs), el antigeno e del VHB (HBeAg),
anticuerpos dirigidos contra el antigeno e del VHB (Anti-HBe), y anticuerpos contra
la region “core” del VHB (Anti-HBc). El volumen de muestra empleado es de 80 pL.
La evaluacion de la sensibilidad y especificidad clinica del ensayo SUMARAPID
COMBO VHB se muestra por marcadores individuales. HBsAg: Sensibilidad 100%
(200/200) y especificidad 98,3% (118/120); Anti- HBs: Sensibilidad 99,2% (119/120)
y especificidad 96,0% (192/200); HBeAg: Sensibilidad 98,5% (64/65) y especificidad
96,9% (247/255); Anti-HBe: Sensibilidad 98,2% (54/55) y especificidad 97,0%
(257/265); y Anti-HBc: Sensibilidad 97,5% (117/120) y especificidad 95,5%
(191/200). Se recomienda el uso de esta prueba para la realizacién de estudios
epidemiologicos.

Rev CSV 2015; 7 (S-1): 2-48 41



‘HS)C()NGRES(' * ! |
NNNNNNNNNNNN v

DEL COLEGIO NACIONAL D l i D )
BACTERIOLOGIA ' |l‘|" |[l ‘ \\[llll'l

- il
ISSN: 2145-5333

Gurtagena La Fantdstica, Eicenarde

Nuevos ensayos moleculares de la tecnologia SUMA

Dada la necesidad de confirmar el diagndstico de las enfermedades infecciosas se
han desarrollado nuevos ensayos moleculares basados en la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR) en tiempo real, con elevada sensibilidad, especificidad y
amplio rango dindmico, lo que permite que puedan ser empleados en la
confirmacion y el seguimiento del efecto terapéutico de los antivirales en los
pacientes infectados.

El SUMASIGNAL VHC es un ensayo cuantitativo de PCR en tiempo real basado en
un sistema de extraccion por particulas magnéticas. Tiene una sensibilidad de 25
Ul/mL y una especificidad clinica y analitica del 100%. Presenta un rango lineal de
50-1x108Ul/mL. Cuando se comparé con el ensayo comercial COBAS
AmpliPrep/COBAS TagMan HCV test v2.0 (Roche Diagnostics), empleando 36
muestras clinicas, se obtuvo una alta correlacion entre ambas pruebas (r=0,952).

El SUMASIGNAL VHB (un paso) es un ensayo para la cuantificaciéon por PCR en
tiempo real del ADN del VHB en suero o plasma humano. Emplea 5 pL de muestra
y no requiere de un paso de extraccion del ADN, siendo un ensayo muy sencillo y
rapido (2,5 horas), con muy buena sensibilidad (100 Ul/mL), una especificidad del
100% y un rango de cuantificacion de 500 — 5 x 109UI/mL. La comparacién con el
ensayo comercial COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HBV test v2.0 (Roche
Diagnostics), empleando 87 muestras clinicas, mostré6 una correlacién alta entre
ambos ensayos (r=0,926).

El SUMASIGNAL VPH 16/18 es un ensayo de PCR en tiempo real, apropiado para
el diagnéstico de una infeccion por los virus del papiloma humano (VPH) de alto
riesgo (tipos 16 y 18) y para la pesquisa temprana del cancer cervical. Emplea 5 L
de muestra (secreciones del tracto reproductivo) y no requiere de un paso de
extraccion del ADN del VPH. Tiene una sensibilidad de 400 cop/mL, una
especificidad clinica y analitica del 100% y un amplio rango dinamico (400-
4x109cop/mL). Al comparar este ensayo con la prueba de referencia CLART HPV2
(Gendmica, Espafa), empleando 85 muestras clinicas, se obtuvo un indice de
concordancia kappa de 0,95 entre ambas pruebas, que es considerado de “muy
bueno” por encontrarse en el rango de 0,81 a 1.

Conclusiones
La tecnologia SUMA, surgida en un inicio como una necesidad imperiosa de
disminuir la mortalidad infantil en Cuba, ha contribuido en estos 33 afios a mejorar

la calidad de vida de la poblacion cubana y a dar solucion a las nuevas necesidades
de salud en Cuba y en otros paises del mundo.
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BANCO DE SANGRE PUBLICO DE CORDON UMBILICAL Y TERAPIA
CELULAR, ACTUALIDAD Y DESARROLLO EN COLOMBIA

Bernardo Camacho Rodriguez
MD, MSc. Director Cientifico Banco de Sangre, Tejidos y Células Hemocentro Distrital- Secretaria
de Salud de Bogota.

Las células madre de la sangre o células hematopoyéticas (denominadas también
células progenitoras hematopoyéticas), son responsables de formar y renovar
continuamente las células de la sangre (glébulos rojos, blancos y plaguetas),
durante la vida de un individuo. El trasplante de estas células, con una fuerte
evidencia cientifica, es utilizado en todo el mundo, para el tratamiento de una amplia
variedad de enfermedades hematolégicas malignas y no malignas y algunos
tumores solidos.

La sangre obtenida del cordén umbilical una vez se produce el nacimiento, contiene
una cantidad significativa de células madre progenitoras hematopoyéticas, que
adecuadamente recolectadas, procesadas y criopreservadas bajo estrictos
protocolos y criterios de calidad, son almacenadas, para estar disponibles en los
casos en gque exista una correcta indicacion de trasplante, con el propoésito de
reconstituir la médula 6sea y formar los distintos elementos sanguineos, esenciales
para conservar la vida.

El primer trasplante alogénico relacionado (familiar), de sangre de cordén umbilical
fue realizado por la Dra. Gluckman hace casi 30 afios en el Hospital Necker de Paris
a un niflo que padecia anemia de Falconi. Desde entonces empezaron a
establecerse en varas ciudades del mundo, especialmente de EEUU vy la
Comunidad Europea, bancos publicos de sangre de cordén umbilical al servicio de
la comunidad.

Un aspecto que ha estimulado la creacion de bancos de sangre de cordon umbilical
publicos, lo constituye el hecho que solamente entre el 25 al 30% de los pacientes
candidatos a trasplante alogénico (cuando el donante es alguien diferente al mismo
paciente) tienen en su familia un hermano 100% compatible HLA para trasplante.
Asi, el 70% de los pacientes, depende de encontrar un donante compatible fuera de
su familia, a través de alguno de los registros de donantes existentes en el mundo

Este hecho motivo la creacion de los bancos publicos de corddén umbilical y la
posibilidad de acceder a sus registros, dado que estas células, estan almacenadas
y disponibles rapidamente, haciendo que el tiempo para disponer de ellas se
reduzca significativamente. Ademas, por su facil consecucion y disponibilidad, es
posible almacenar células provenientes de los diferentes grupos étnicos de un
territorio, incrementando las posibilidades para que un paciente dado encuentre un
producto compatible en un pais o una regién determinada.
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Un banco de sangre de corddén umbilical (BSCU) es un centro especializado
responsable de la seleccion de la madre/bebé donante, y por la coleccion,
procesamiento, pruebas de laboratorio, almacenamiento y distribucion de las
unidades de sangre de cordon umbilical. Los BSCU de caréacter publico, se
caracterizan porque la participacion en el programa es voluntaria a través de la
donacidn, y las unidades almacenadas pueden ser utilizadas para el tratamiento de
cualquier paciente compatible HLA que las requiera, en cualquier lugar del mundo.
Dado que las unidades almacenadas se encuentran practicamente listas para
distribucion, el tiempo para efectuar los trasplantes se reduce significativamente.

Actualmente existen mas de 150 bancos publicos SCU, distribuidos alrededor del
mundo, concentrados mayoritariamente en Europa, Estados Unidos, Australia y
Japon. Estos BSCU tienen méas de 600.000 unidades almacenadas y disponibles
para trasplante. Se estima que cerca de 30.000 trasplantes alogénicos de células
madre de cordon umbilical han sido realizados hasta la fecha en el mundo.

Para los bancos de SCU es indispensable establecer protocolos en los cuales se
descartan las unidades que no cumplen con los criterios de control biolégico en
cuanto a volumen minimo de SCU, numeros de células totales y progenitores
hematopoyéticos, presencia de contaminacion bacteriana o fungica y de evidencias
de enfermedades infectocontagiosas. Asi mismo deben existir protocolos validados
de fraccionamiento, criopreservacion, etiguetado para el almacenamiento, y
tipificacion de moléculas del sistema HLA (este dltimo Unicamente para bancos
publicos de SCU), bajo un sistema gestién de calidad.

Se ha determinado en la practica, que los criterios de seleccién y control biolégico
entre BSCU publicos y privados no son los mismos. Los BSCU autdlogos o privados,
manejan estandares mas bajos en cuanto a controles biolégicos y microbiolégicos,
debido a que estos bancos, practicamente no realizan descarte de las unidades
recolectadas. Por su parte, el descarte por volumen y celularidad en los bancos
publicos varia entre el 60% y el 80% de las unidades colectadas, de acuerdo con
los criterios de celularidad establecidos en cada banco, por lo general, el
sostenimiento de los bancos publicos de SCU es de caracter estatal.

“‘La relacién de unidades de SCU trasplantadas que provienen de los bancos
publicos, en contraste con las que provienen de los privados es de 300:1. Para el
afo 2010, solo 100 de 900.000 unidades de SCU almacenadas en bancos privados,
habian sido trasplantadas Esto se debe en parte a la baja calidad de las unidades
almacenadas en bancos privados, y probablemente a que el uso autologo de la SCU
no esta indicado clinicamente, pues muchas de las enfermedades que son
susceptibles de tratamiento con CPH, llevan una impronta genética que estaria
presente en las células trasplantadas. Los bancos privados en contraste con los
publicos, no parecen tener una mision y un objeto terapéutico claro, razén por lo
que su existencia ha sido cuestionada ética y cientificamente”.
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Como ha sido reconocido, son inicialmente altos los costos de inversion requeridos,
para implementar y poner en operacién, un Banco de Sangre de Cordén Umbilical
Publico- BSCU, con el propésito de obtener por procesamiento, células madre
progenitores o precursores hematopoyéticos-CPH; inversion que en la mayoria de
los paises, es asumida por el estado, pero que una vez puesto al servicio de la
poblacion, generan, una alta retribucion a la sociedad, en términos sanitarios y de
politicas publicas asistenciales y del derecho a la salud, al constituirse como una
alternativa terapéutica con evidencia cientifica, para el tratamiento enfermedades
hematolégicas malignas, no malignas, inmunodeficiencias congénitas, diversos
sindromes metabdlicos, asi como el desarrollo de cientos de ensayos clinicos para
el tratamiento o cura de otras enfermedades. Un aspecto importante a considerar
en lo que se ha llamado la segunda generacion de los BSCU, es su utilidad como
fuente de investigacion de la biologia de la células madre, la inmunologia de los
trasplantes, la inmunoterapia y la medicina regenerativa.

Son varias las razones que justifican la implementacién de un BSCU publico en un
pais como Colombia-BSCU, entre otras su gran poblacién y el incremento de
patologias con indicacion de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas-Tx
CPH. En Colombia, segun cifras del Departamento Administrativo Nacional de
Estadistica, la primera causa de muerte en los nifios de 5 a 14 afios es el tumor
maligno del tejido linfatico, de los 6rganos hematopoyéticos y tejidos afines. De otra
parte, la recoleccién de sangre de cordon umbilical local, permite aumentar la
probabilidad para que los pacientes candidatos con indicacion de Tx CPH puedan
encontrar facilmente unidades histocompatibles, con mayor oportunidad, acceso,
equidad y menor costo para el sistema de salud.

La Secretaria de Salud de Bogota a través del Banco de Sangre, Tejidos y Células-
Hemocentro Distrital, ha implementado y puesto en operacién, el Primer Banco
Publico de Sangre de Cordon Umbilical-BSCU de Colombia, financiado con
recursos publicos del orden distrital y recursos provenientes del Sistema General de
Regalias- Fondo de CT&I, banco que inicié operaciones en el afio 2013. La meta en
una primera fase, es disponer de 5.000 unidades de Sangre de Cordén Umbilical-
USCU de primera calidad. Un criterio fundamental es que en dicho inventario, estén
representadas muestras de sangre de corddn, de todas las minorias étnicas del
pais, por lo cual seran tomadas unidades de sangre de corddn de todas las regiones
del pais, a través del desarrollo del denominado Programa Cordial, que significa
crear una red de unos 30 centros hospitalarios y maternidades seleccionadas, que
apoyaran y participaran de este programa de donacion, que tiene el caracter de ser
voluntario y altruista, esto quiere decir que las unidades obtenidas, procesadas,
criopreservadas y disponibles en este BSCU publico, estaran al servicio de toda la
poblacion colombiana local, y apoyados en el registro internacional estar disponible
para los residentes colombianos en el exterior y pacientes en cualquier lugar del
mundo, cuya USC sea histocompatible y tenga indicacion de Tx CPH. Colombia es
el 4° pais en Latinoamérica en contar con un BSCU publico.
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De otra parte, bajo el anterior proyecto se adelanta el montaje de la primera sala
blanca GMP de la Unidad de Terapia Celular del Hemocentro Distrital, que busca
desarrollar investigaciones a partir de aislar, cultivar, caracterizar, manipular,
expandir y modificar células madre, tanto progenitores hematopoyéticos como
mesenquimales, cuyo proposito es: 1. Obtener productos de terapia somatica
celular, en donde células o tejidos vivos son usados para restaurar o mejorar la
funcién de 6rganos o tejidos. 2. Obtener productos de terapia génica, en donde a
través de vectores virales se manipula el material genético de componentes
celulares o tisulares para su posterior uso en restaurar o mejorar la funcion de
organos y tejidos y 3. Obtener productos de ingenieria tisular, en donde distintos
tipos de componentes celulares y tisulares en combinacion con otro tipo de
biomateriales son usados para regenerar, reemplazar o reparar 6rganos o tejidos.

El BSCU publico del Hemocentro Distrital, se complementara con la creacion de un
Registro Nacional de donantes de Células Progenitores Hematopoyéticos-CPH,
Cuyo proyecto esta en curso y pretende en un lapso de 10 afios crearr un registro
de 100.000 donantes de CPH, con lo cual se incrementaran considerablemente
las probabilidades de encontrar donantes histocompatibles de CPH, especialmente
para los pacientes que en Colombia y otros que en cualquier lugar del mundo tengan
indicacién de trasplante de CPH.
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MARCADORES MOLECULARES EN PRUEBAS DE PATERNIDAD Y
GENETICA FORENSE: UN RECORRIDO DESDE SUS ORIGENES

Beatriz Martinez Alfaro
Profesor Asociado, Coordinadora Laboratorio de Genética Molecular, Instituto de Investigaciones
Inmunolégicas de la Universidad de Cartagena

El genoma de un individuo estad conformado, por partes iguales provenientes de
padre y madre. Este hecho, resulta de una sencilla explicacion cientifica en la cual
se ha definido un total de 46 cromosomas para cada persona, de los cuales 23 se
heredan del padre y 23 de la madre. La mayoria de éstos, sin embargo, pueden
alterar su contenido propiamente paterno o propiamente materno, en un proceso
denominado recombinacién, en el cual, de manera aparentemente aleatoria, se
intercambia la informacion de cromosomas homologos, es decir, del 1 materno y el
1 paterno, del 2 paterno y el 2 materno, del 3 paterno y el 3 materno, etc. De esta
manera, a través de aproximadamente 70.000 generaciones que tiene la humanidad
(de 200.000 afios de antigiiedad), hay una enorme probabilidad de haber permeado
los cromosomas paternos, o masculinos, con informacién proveniente de los
cromosomas maternos, o femeninos, y viceversa. Un solo cromosoma escapa a
este proceso de recombinacién: el cromosoma-Y.

El descubrimiento desde 1980 de los polimorfismos del ADN en el genoma humano
y la demostracion de que esta variabilidad estd ampliamente distribuida en las
poblaciones humanas, permitié que los cientificos en el area genética reconocieran
el enorme potencial que ofrece el ADN en identificacion humana y forense. El uso
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) proporciond adicionalmente una
poderosa herramienta para los analisis forenses y de paternidad al igual que los
continuos avances tecnoldgicos en la biologia molecular, unidos al desarrollo
informatico.

Desde hace 30 afios son varios los marcadores que se han utilizado; como los loci
o marcadores de VNTR (numero variable de repeticiones en serie), STR
(repeticiones cortas en serie) SNPs y SNVs (polimorfismos de nucledtidos Unicos y
variables) y que se encuentran disponibles hasta nuestros dias mediante paquetes
comerciales, lo que ha facilitado enormemente su estudio. El valor del analisis de
ADN como herramienta de investigacion es extraordinario debido al gran nimero de
genotipos que existe en la poblacion, el cual conduce a una alta probabilidad de
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encontrar patrones genéticos exclusivos de cada individuo. Esto significa una
enorme probabilidad de excluir cualquier individuo falsamente acusado y una
posibilidad muy pequefia de apareamiento erroneo y resolviendo con mucha
confianza cualquier disputa de paternidad.

Los marcadores genéticos en cromosomas sexuales también han sido objeto de
gran estudio y utilidad en identificacion humana. EI cromosoma-Y esta constituido
por ADN de 40 mm de longitud (60 megabases), de los cuales el 95% no recombina
y el 5%, llamado porcion seudoautosdmica, puede recombinar su contenido con el
cromosoma X. Se considera hoy en dia, por consiguiente, que en este cromosoma
tenemos ADN cuyo origen es exclusivamente masculino. De igual manera, se ha
postulado que el ADN contenido en las mitocondrias por fuera del nucleo de todas
nuestras células, es de origen exclusivamente femenino, puesto que el
espermatozoide pierde todas sus mitocondrias en el momento de penetrar en el
ovulo. Asi, siguiendo este razonamiento, se ha postulado una “Eva mitocondrial”
como metéafora del ancestro femenino comun para toda la humanidad. En efecto,
los estudios de las secuencias del ADN extraido de la mitocondria en individuos de
diferentes poblaciones parecen converger en una sola predecesora, que habria
vivido en el Africa hace 200.000 afios.

Con el mejoramiento de las técnicas de secuenciacion de ADN, la descripcion del
genoma humano y el desarrollo de bases de datos de haplotipos, la identificacion
humana y el diagndstico de enfermedades a partir del estudio del ADN, se han
convertido en practicas confiables y rutinarias en los planos clinicos, legales e
investigativos. Estas nuevas tecnologias producen grandes volumenes de datos a
bajo costo (en relacion con las plataformas actuales) que se aplican en general a
varias preguntas de la genética médica, la biologia evolutiva, la antropologia
molecular, la filogenia, la epidemiologia y meta gendémica. Esta es la llamada
secuenciacion de proxima generacion (NGS).

Como resulta evidente tras una revision exhaustiva de la literatura cientifica de los
altimos afios, son muchos los marcadores genéticos que han tenido buena
aceptacion, siempre apuntando a la utilizacién de los mas informativos y que
presenten mayor simplicidad técnica.
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