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Diagndstico de la infeccion por el virus de la Hepatitis C (HCV) / PARTE 2

Maria Claudia Blanco Rivero PhD.
Monica Torruella PhD.

Centro de Investigacion y Biotecnologia (CIBIO) Wiener lab.

En el nimero anterior (N° 148) se publicé la primera parte de la revision: Diagnéstico de la infeccion por el virus de la
hepatis C. En la misma, se hizo referencia al papel significativo que juegan las técnicas ELISA como primer paso en el

descarte de una infeccion por hepatis C.

En esta, la segunda parte de dicha revision, se presentan investigaciones cientificas que evaltian el desempeno del kit

Wiener lab. HCV ELISA 32 generacion.

ESTUDIO A
Evaluacion realizada en San Pablo, Brasil,
a cargo del Dr. Amadeo Saez Alquezar.

Materiales y métodos

Se evalué el desempefio del kit HCV
ELISA 32 generacion - Wiener lab (Lote
0904022150), frente a paneles de sueros,
y también en paralelo con una rutina de
tamizaje seroldgico de un servicio de he-
moterapia. Asimismo, se hizo un analisis
de la reproducibilidad del kit, con respecto
a los controles negativos y positivos, y a
los sueros control interno utilizados. Con
los resultados obtenidos se determiné la
sensibilidad y la especificidad.

Equipamiento utilizado:

Para realizar los tests fueron utilizados los
siguientes equipamientos:

Incubadora: 5.000® (Organon Teknika),
Lavadora: Tecan® (Abbott),

Lectora: Spectra - Tecan® (Abbott).

Reproducibilidad
Fueron realizadas 20 determinaciones del
suero control negativo y del suero control

positivo del kit. También se realizaron 20
determinaciones de un suero control in-
terno negativo y 20 determinaciones de
un suero control positivo. En todos los ca-
sos se efectud el calculo de la media (M),
desvio estandar (D.E.) y coeficiente de va-
riacién (C.V.) (tabla 1).

Evaluacion frente a paneles de sueros
Fueron utilizadas 194 muestras de sueros,
previamente caracterizadas en cuanto a la
reactividad para los tests de uso obligato-
rio en el tamizaje serolégico de donantes
de sangre, divididas en 3 paneles de sue-
ros con muestras negativas, heterélogas y
positivas.

1)- Panel de sueros negativos para anti-
HCV: Fueron analizadas 50 muestras de
sueros negativos para todos los pardme-
tros de uso obligatorio en el tamizaje se-
rolégico de donantes de sangre.

Con el kit HCV ELISA 3? generacion - Wie-
ner lab. todas las muestras presentaron
resultado no reactivo (indice DO/CO <
1,0).

2)- Panel de sueros heterélogos para anti-
HCV: Fueron analizadas 100 muestras de
sueros negativos para anti-HCV y positi-
vas para algunos de los demas parame-
tros de uso obligatorio en el tamizaje de
donantes de sangre (anti-HIV, anti-HTLV,
HBsAg, anti-HBc, anti-T. cruzi y Sifilis).

Tabla 1. Estudio de la reproducibilidad de los controles del kit y de sueros controles internos con HCV ELISA

32 generacion — Wiener lab.

Media de DO/CO D.E. CV (%)
Control negativo 0,21 0,025 11,97
Control positivo 9,10 0,479 5,28
Suero control negativo 0,34 0,048 14,38
Suero control positivo 3,10 0,253 8,24
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Con el kit HCV ELISA 32 generacién - Wie-
ner lab. una muestra presentd resultado
reactivo con indice DO/CO > 1,0y las de-
mas muestras presentaron resultados no
reactivos (indice DO/CO < 1.0).

3)- Panel de sueros positivos para anti-
HCV: Fueron analizadas 44 muestras de
sueros positivos para anti-HCV.

Con el kit HCV ELISA 32 generacién - Wie-
ner lab. todas las muestras presentaron
resultados reactivos (indice DO/CO > 1,0).

Evaluacion del kit HCV ELISA 3? gene-
racion — Wiener lab. — en paralelo con
una rutina de tamizaje seroldgico

El kit HCV ELISA 32 generacion — Wiener
lab., fue evaluado en paralelo con una ru-
tina de tamizaje seroldgico de donantes
de sangre.

Para la deteccion de anticuerpos anti-HCV
en la rutina de tamizaje fue utilizado el
kit Ortho. Se analizaron 1.791 muestras
obtenidas en 7 dias distintos, para el kit
comercial tomado como referencia y para
el kit en estudio. Para efecto de interpre-
tacion de los resultados de los tests ELISA,
se adopto el criterio de zona gris del CO
+ 10 %. Todas las muestras que inicial-
mente presentaron reactividad (IR) para
cualquiera de los dos kits anti-HCV em-
pleados, fueron repetidas en duplicado.
Todas las muestras del tamizaje fueron
ensayadas para NAT ARN-HCV en pools
de 6 muestras utilizando el equipamiento
Cobas S210® (Roche).

Durante esta evaluacién en paralelo con
la rutina de tamizaje seroldgico de donan-
tes de sangre, se obtuvieron 15 muestras
con resultados inicialmente reactivos
(RIR), siendo 4 (0,22 %) con el kit de refe-
renciay 15 (0,84 %) con el kit en estudio.
Estos resultados se observan en la tabla 2.

Todas las muestras con RIR fueron repe-
tidas, observandose resultados repetida-
mente reactivos (RRR) para 4 muestras
(0,22 %) con el kit de referencia, y para
10 (0,56 %) con el kit en ensayo. Las 4
muestras con RRR en el kit de referencia
también fueron reactivas con el kit en
estudio. En la tabla 3 constan las mues-
tras con RRR y los resultados del test NAT
ARN-HCV en esas muestras.

Discusion

Estudio de la reproducibilidad:

Los coeficientes de variaciéon (CV) en 20
determinaciones sucesivas de los con-
troles negativo y positivo del kit fueron
11,97 % vy 5,28 %, respectivamente. Los
CV de los sueros control interno negativo
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Tabla 2. Resultados de las muestras inicialmente reactivas con HCV ELISA 32 generacion — Wiener lab.

Ortho
Muestras n° DO co
34 (17/11/09) 0,012 0,602
28 (23/11/09) -A 1,446 0,605
39(23/11/09) - A 0,014 0,605
89 (23/11/09) - A 0,002 0,605
167 (23/11/09) - C 0,003 0,602
188 (24/11/09) 0,007 0,599
9(26/11/09) - A 0,001 0,601
27 (27/11/09) 3,464 0,603
75 (27/11/09) 3,744 0,603
97 (27/11/09) 0,002 0,604
99 (27/11/09) 0,009 0,604
179 (27/11/09) 0,009 0,604
227 (27/11/09) 0,250 0,603
62 (30/11/09) - A 3,827 0,601
67 (30/11/09) - A 0,003 0,601
N (Total) = 15 N = 4(*)

Wiener lab.

DO/CO DO co DO/CO
0,0 0,193 0,174 11
24 1,622 0,191 85
0,0 0,557 0,191 2,9
0,0 0,277 0,203 1,4
0,0 0,214 0,214 1,0
0,0 0,275 0,201 1.4
0,0 0,179 0,194 09
5,7 3,485 0,183 19,0
6.2 3,512 0,183 19,2
0,0 0,669 0,186 3,6
0,0 0,330 0,186 1,8
0,0 0,247 0,184 13
0,4 0,434 0,184 2,4
6.4 2,727 0,188 14,5
0,0 0,465 0,188 2,5

N=15(**)

(*) Total de resultados inicialmente reactivos para el kit Ortho

(**) Total de resultados inicialmente reactivos para HCV ELISA 32 generacion - Wiener lab.

Tabla 3. Resultados de las muestras repetidamente reactivas con HCV ELISA 32 generacion — Wiener lab.

Ortho Wiener lab. NAT
Muestras n° DO Co DO/CO DO co DO/CO | Resultado
34 (17/11/09) 0,012 0,602 0,0 0,230 0,191 1,2 Negativo
28(23/11/09) - A 1,446 0,605 24 1,453 0,186 7.8 Negativo
39 (23/11/09) - A 0,014 0,605 0,0 0,237 0,186 13 Negativo
89 (23/11/09) - A 0,002 0,605 0,0 0,243 0,186 13 Negativo
27 (27/11/09) >4,000 = 0,619 >6,5 3,567 0,180 19,8 Positivo
75 (27/11/09) >4,000 = 0,619 >6,5 3,472 0,180 193 Positivo
99 (27/11/09) 0,009 0,604 0,0 0,293 0,180 1,6 Negativo
227 (27/11/09) 0,250 0,603 04 0,445 0,180 25 Negativo
62 (30/11/09) - A 3,586 0,602 6,0 2,561 0,182 14,1 Positivo
67 (30/11/09) - A 0,003 0,601 0,0 0,472 0,182 2,6 Negativo
N (Total) = 10 N = 4(*) N=10(**) N=3(***)

(*) Total de resultados repetidamente reactivos para el kit Ortho

(**) Total de resultados repetidamente reactivos para HCV ELISA 32 generacion Wiener lab.

(***) Total de resultados repetidamente reactivos para NAT ARN-HCV

y positivo fueron 14,38 % y 8,24 %, res-
pectivamente.

Asi, los coeficientes de variacion observa-
dos son considerados aceptables, desta-
cando que para los controles positivos se
nota un bajo indice de dispersion.

Evaluacion frente a paneles de sueros:

Todos los resultados obtenidos con el pa-
nel de muestras negativas fueron no reac-
tivas con indice DO/CO < 1. Con el panel
de muestras heter6logas, una muestra

presentd resultado reactivo, con indice
DO/CO > 1,0. Las demas muestras presen-
taron resultados no reactivos, indice DO/
CO < 1,0. Todos los resultados obtenidos
con el panel de muestras positivas fueron
reactivos, con indice de DO/CO > 1,0.

Evaluacion en paralelo a una rutina
de tamizaje serologico:

Con la utilizacién del kit HCV ELISA 3*
generacion - Wiener lab., en un total de
1.791 muestras de un tamizaje serold-
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Tabla 4. Sensibilidad y especificidad para HCV ELISA 3? generacion — Wiener lab. Resultados con un nivel de

confianza de 95,0 % (IC: intervalo de confianza)

Prueba de referencia

Prueba diagndstica Enfermos Sanos Total
Positivo 3 6 9
Negativo 0 1788 1788
Total 3 1794 1797
Valor (%) IC (95%)
Sensibilidad (%) 100,00 83,33-100,00
Especificidad (%) 99,67 99,37 - 99,96
Valor predictivo + (%) 33,33 0,00 - 69,69
Valor predictivo - (%) 100,00 99,97 - 100,00

gico se observé la presencia de 15 (0,84
%) RIR y de 10 (0,56 %) RRR. Del total
de muestras con RRR (10), sélo 3 fueron
confirmadas como positivas por NAT. Una
de las muestras fue repetidamente reac-
tiva por los dos kits anti-HCV utilizados,
pero presentd resultado negativo por
NAT. En este caso existen dos maneras
de interpretar el resultado: puede tratar-
se de un resultado falso positivo para los
dos kits, o bien puede corresponder a un
individuo que tuvo contacto con el virus
de la hepatitis C y que evolucioné para
la cura, persistiendo el anti-HCV. Por este
motivo, el resultado de esa muestra se ex-
cluyé para el calculo de la especificidad.
De esta forma, se puede considerar que
6 muestras (0,34 %) correspondieron a
resultados falso-positivos (RFP) por el kit
en estudio. Teniendo en cuenta el total
de muestras verdaderamente positivas
(N = 3), verdaderamente negativas (N =
1.788) y el nimero de RFP (6) por el kit en
evaluacion, se calculé la sensibilidad y la
especificidad. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 4.

Conclusiones

El kit HCV ELISA 32 generacién - Wiener
lab. mostr6 un desempefio apropiado para
uso en procedimientos diagnosticos y en
tamizaje seroldgico en bancos de sangre.

ESTUDIO B

Evaluacién realizada en el Laboratorio
de Diagnéstico Viroldgico, Area Virologia.
Departamento de Microbiologia. Facultad
de Ciencias Bioquimicas y Farmacedticas.
U.N.R. A cargo del Dr. Miguel A. Taborda
y con la colaboracién de S. Marchiano, F.
Faciutto y A. Marina.

Materiales y métodos

Se evalud el desempefio del kit HCV
ELISA 3% generacién - Wiener lab. (Lote
0810016740), frente a paneles de sue-
ros negativos y positivos. Se utilizé como
método de referencia el HCV ELISA de
DiaSorin. Los reactivos fueron procesados
segun el manual de instruccién que acom-
pafa al kit respectivo.

Equipamiento utilizado:

Las determinaciones se realizaron total-
mente en forma manual.

Para las lecturas se utilizd un lector de
placa vertical MRX® (Dynatech Labora-
tories).

Paneles de sueros:

Para la evaluacién se utilizé un panel de
sueros negativos y positivos. El panel de
sueros negativos estuvo compuesto por
muestras de los bancos de sangre que
pertenecen a la Red de Bancos de Sangre

Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos con HCV ELISA 3° generacion.

Prueba de referencia

Prueba diagnéstica Enfermos Sanos Total
Positivo 30 1 31

Negativo 0 261 261
Total 30 262 292

(Agrupacion de Bancos de Sangre Priva-
dos de Rosario, Santa Fe, Argentina). Estos
sueros son estudiados por distintas meto-
dologias para la deteccién de anticuerpos
contra el virus de la hepatitis C. Posterior-
mente se estudia la presencia del ARN-
HCV por técnicas de biologia molecular.
Para el estudio de especificidad fueron
utilizadas muestras del Laboratorio SE-
MIR con reactividad para algin marcador
analizado y serologia no reactiva para an-
ticuerpos anti-HCV. Ademas fueron inclui-
das muestras de centros de rehabilitacion
para droga-dependientes.

El panel de muestras positivas incluyd
muestras de pacientes protocolizados
para el tratamiento de HCV por el Servicio
de Gastroenterologia del Hospital Provin-
cial del Centenario.

Resultados
Los resultados obtenidos se muestran en
la tabla 5.

Sensibilidad: 100 %
Especificidad: 99,62 %

Valor Predictivo Positivo: 96,7 %
Valor Predictivo Negativo: 100 %

Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten con-
cluir que el equipo ensayado, HCV ELISA
32 generacion, de Wiener lab. dio una sen-
sibilidad y especificidad adecuada para su
uso en el tamizaje de banco de sangre y
para la eleccién del mismo en el algoritmo
diagnéstico de la infeccion por HCV.

Un estudio multicéntrico permitiria eva-
luar la performance de los equipos varian-
do instrumental, operador, poblacion de
donantes, para caracterizar ain mas este
reactivo.

El procesamiento manual y la adaptacion
a autoanalizadores son un argumento a
favor para la eleccién de estos equipos
debido a la tendencia a la centralizacién
de muestras de donantes para posibilitar
la aplicacion de las técnicas de Biologia
Molecular a las que hicimos referencia en
la introduccién, como asi también su uso
en los laboratorios de diagnostico virold-
gicos.
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Sindrome Uremico Hemolitico (SUH)

Bioq. Ma. Gabriela Alegre
Dpto. Marketing, Wiener lab. Group

Definicion

El sindrome urémico hemolitico es un cua-
dro caracterizado por la combinacién de:
e Insuficiencia renal aguda

e Trombocitopenia

¢ Anemia hemolitica microangiopatica

Resulta como la consecuencia de una mi-
croangiopatia de localizacién renal predo-
minante, pero que puede afectar también
otros parénquimas como sistema nervioso
central y/o gastrointestinal.

El hecho de que el presente trastorno sea
un sindrome, y no una enfermedad, expli-
ca que existan multiples causas para el
mismo. En la infancia, el listado etiolégico
del SUH se reduce a idiopéatico, postinfec-
cioso y hereditario. Aunque la mayoria de
los casos estan causados, por cepas de Es-
cherichia coli productoras de verotoxinas
((STEC) Escherichia coli Enterohemorragi-
cas), siendo la mas frecuente la del sero-
tipo 0157:H7.

Resefia historica

El SUH fue descripto por primera vez por V.
Gasser en Suiza, en 1955. Posteriormente,
se detectaron casos en paises de Europa,
América del Norte, Sudamérica, Sudafrica,
Australia, India y Japén. En Argentina, los
primeros casos fueron estudiados por el
Dr. Carlos Gianantonio a partir de 1964.
En la actualidad la Argentina presenta el
registro mas alto de SUH en todo el mun-
do, tratandose de una enfermedad endoe-
pidémica.

Epidemiologia- Incidencia

La incidencia global se estima en 2,1 casos
cada 100.000 personas por afio, con un
pico en menores de 5 afios (6,1/100.000/
afo) siendo menor el riesgo en personas
de 50 a 59 afios (0,5/100.000/afo).
Argentina presenta el registro mas alto
de SUH en todo el mundo, con aproxima-
damente 420 casos nuevos declarados
anualmente y una incidencia de 12.2/100
000 nifios menores de 5 afos de edad. En
la ciudad de Buenos Aires se determind
una incidencia de 22/100 000 nifios me-
nores de 4 afios.

La infeccion por Escherichia coli 0157:H7

es mas comuln en los meses calidos del
verano, siendo 3 dias la media entre la ex-
posicion a la toxina de la Escherichia coliy
la enfermedad.

Afecta principalmente a nifios entre 6 me-
ses y los 5 afios de edad. Generalmente,
los pacientes son nifios eutroficos, de cla-
se media, con buenas condiciones sanita-
rias y ambientales, de nivel socioeconémi-
co aceptable.

La enfermedad constituye la primera cau-
sa de insuficiencia renal aguda en la edad
pediatrica y la segunda de insuficiencia
renal crénica. El SUH es responsable del
20% de los transplantes renales en nifios
y adolescentes.

En estudios realizados en la década del
90, se encontraron evidencias de infeccion
por STEC en 59% de los casos de SUH, y
E. coli 0157 fue el serogrupo prevalente.
En el 2000 (Resolucidon N° 346/00), el Mi-
nisterio de Salud de Argentina establecié
la notificacion obligatoria al Sistema Na-
cional de Vigilancia Epidemioldgica (SI.
NA.V.E.), con modalidad semanal e indivi-
dualizada en la Planilla C2. *

En el 2005, 22 Unidades Centinela para la
vigilancia del SUH comenzaron a funcio-
nar en las jurisdicciones con las tasas de
incidencia mas elevadas.

En la Fig. 1 se presenta el nimero de casos
notificados al Servicio Fisiopatogenia del
INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran” y al
Comité de Nefrologia de la Sociedad Ar-
gentina de Pediatria, las tasas estimadas
de notificacion, y la mortalidad, corres-
pondiente al periodo 1995- 2004. La tasa

1 .
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de notificacion para el afio 2005 fue de
13.9 casos por cada 100.000 nifios me-
nores de 5 afos, valor 10 veces superior
al notificado por los paises industrializa-
dos. La letalidad en la fase aguda fue del
3.4%.

Clasificacion
Esta enfermedad sindrémica puede pre-
sentar dos formas (ver Tabla 1):

v’ La forma tipica (D+): > 90% casos

De etiologia infecciosa y de caracte-
risticas endemoepidémicas, que estd
precedida por un periodo prodrémico con
diarrea, generalmente sanguinolenta, y
que puede presentar ademas fiebre, vo-
mitos y dolor abdominal.

Se considera a la infeccion por Escheri-
chia coli Enterohemorragica (STEC) como
la principal etiologia de SUH. Esto se
debe a que regiones endoepidémicas se
aisla con mayor frecuencia la Escherichia
coli 0157:H7.

v La forma atipica (D-): esporadica
Puede ser familiar (herencia autosémica
recesiva y formas dominantes) o desenca-
denada por distintos cuadros como neo-
plasias, hipertensién arterial, rechazo de
trasplante renal, uso de anticonceptivos
orales, drogas, post parto, etc. Por lo ge-
neral no cursa con diarrea.

En adelante nos referiremos al sin-
drome urémico hemolitico tipico (SUH
D+)

Figura 1 SUH 1995-2004:TENDENCIAS
Sindrome Urémico Hemolitico
500
wv
2
@ 400
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Afios 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004
ARo 1995 | 1996 | 1997| 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004
Tasa 85 | 100| 86| 82| 78 | 86 | 105|122 | 11,5 | 12,5
Mortalidad | 3,5 | 45| 28| 22| 29 | 25| 48 | 29 | 23 | 43

* Los datos para la Vigilancia del SUH se originan mediante cuatro subsistemas que reportan al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SI.Na.V.E.): la notificacion en la Planilla C2 (2000), las Unidades Centinelas
(2005), el SIVILA (2007) y la red regional PulseNet. Vigilancia epidemioldgica del Sindrome Urémico Hemolitico: atrapados en la logica instrumental. Marcela Belardo. CONICET, IIGG, UBA
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Transmision

Después de la aparicion del SUH relaciona-
do a Escherichia coli, la toxina puede ser
eliminada en las heces por varias semanas
luego de la resolucion de los sintomas. La
E. coli 0157:H7 coloniza el intestino sano
del ganado bovino. El microorganismo es
transmitido a los seres humanos a través
de los alimentos, el agua y directamente
de persona a persona, por la ruta fecal-
oral. La mayoria de las epidemias por ali-
mentos contaminados han sido atribuidas
a derivados de productos bovinos. Figura 2.
La hamburguesa con deficiente coccion es
el vector que favorece mas de la mitad de
los casos epidémicos reportados.

Generalidades de SUH por E. Coli
0157:H7

Se ha reconocido a Escherichia coli pro-
ductor de verotoxina o toxina Shiga
(STEC), como agente causal de la forma
postentérica de SUH.

E. coli 0157:H7, identificado por primera
vez como patdgeno humano en 1982, es
el serotipo prevalente asociado a grandes
brotes y casos esporadicos de colitis he-
morragica (CH) y SUH.

E. coli 0157:H7 es el prototipo de un gru-
po de mas de 150 serotipos de E. coli
(026:H11; 0103:H2; 0111:NM; 0113:H21;
0145:NM; entre otros) que comparten el
mismo potencial patognoménico. Los se-
rotipos de STEC asociados a enfermeda-
des severas en el hombre pertenecen a
la categoria de E. coli enterohemorragico
(EHEQ).

EHEC produce potentes citotoxinas llama-
das toxinas Shiga (Stx).

La habilidad de las cepas STEC para cau-
sar enfermedad esta relacionada con su
capacidad para secretar Stx1, Stx2 y sus
variantes, responsables del dafio del endo-

Sindrome Uremico Hemolitico (SUH) - Revisiones

Tabla 1

Diferencias entre el sindrome urémico
atipico (SUH D-)

hemolitico tipico (SUH D+) y el SUH

Caracteristicas SUH D+ SUH D-
Antecedentes patologicos familiares | No Si
Edad < 5 afnos >5 afios
Variedad estacional Si No
Prédromos Diarrea No diarrea
Hipertension
endocraneana Moderada Severa
Complicaciones Poco comunes Comunes
Histologia Microangiopatia

glomerular Arteriopatia
Recurrencia Rara Comin
Frecuencia 90% de los casos 10% de los casos
Evolucion Buena Mala

telio vascular.

Otro factor de virulencia es una proteina
de membrana externa llamada intimina
que esta asociada con la adherencia inti-
ma de la bacteria a la célula epitelial, la
iniciacion de las sefales de transduccion, y
la desorganizacion de las microvellosida-
des con la formacion de la lesion AE (del
inglés, attachingand-effacing).

Fisiopatologia

La patogénesis del SUH es compleja, y
la enfermedad se atribuye en especial al
efecto citotdxico por inhibicion de la sinte-
sis proteica que producen las toxinas pro-
teicas tipo Shiga (Stxs). Luego de ingresar
a la circulacién la toxina, se une al recep-
tor Gb3 de las células endoteliales (princi-
palmente en el rifidon) lo que provoca ini-
cialmente edema celular y posteriormente
la liberacion de citoquinas inflamatorias.
En los vasos sanguineos se produce ulce-
racion endotelial, con depdsito de fibrina,
las plaquetas se activan y adhieren a di-

Figura 2

VIAS DE TRANSMISION DE STEC
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cho sitio, generando trombosis y altera-
cion de la funcion del 6rgano blanco. Prin-
cipalmente se afectan intestino, rifion y
sistema nervioso central. Se observa caida
del filtrado glomerular debido a la micro-
trombosis, llevando a la retencién de urea,
creatinina, acido Urico y fosfatos.

Debido al consumo de plaquetas se pro-
duce trombocitopenia, con aparicion de
hemorragias espontaneas. La interaccion
endotelial plaquetaria y el reclutamiento
de leucocitos polimorfonucleares agrava
aln mas el dafio endotelial.

Se produce anemia hemolitica debido a
la destruccion de los glébulos rojos en la
sangre al circular por los vasos dafados.

Clinica del SUH

La manifestacion prodrémica es en un
90% gastrointestinal, los sintomas son ge-
neralmente vagos, como dolor abdominal,
febricula, vomitos y diarrea (sanguinolen-
ta si es producida por las enterotoxinas
shigella-like). El prédromo puede ser res-
piratorio y casi siempre se da en nifios ma-
yores (generalmente mayores de 5 afios).
Se sigue de un intervalo libre que no es
constante y oscila entre uno y quince dias.

La fase aguda se caracteriza por la apa-
ricion brusca de anemia hemolitica, trom-
bopenia y fracaso renal agudo.

Anemia hemolitica: la duracién es varia-
ble, de dias a meses; presentan palidez in-
tensa de piel y mucosas con afectacion del
estado general, debilidad intensa y fiebre
con frecuencia. La intensidad de la anemia
no se correlaciona con la gravedad ni el
prondstico de la enfermedad.
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Revisiones - Sindrome Uremico Hemolitico (SUH)

Trombopenia: la trombopenia suele durar
unos siete dias, indicando la normaliza-
cion de la cifra de plaquetas el inicio de
la recuperacion.

IRA: Mas de un 50% de los casos debu-
tan con insuficiencia renal oligurica u oli-
goandrica. Estos casos, también pueden
presentar HTA.

Las formas con diuresis conservada se dan
en nifilos mayores, con prédromo respira-
torio. Se presentan como una glomerulo-
patia con debut agudo, proteinuria que
puede ser en rango nefrético e HTA severa
de dificil control con complicaciones car-
diopulmonares o cerebrales.

Otras manifestaciones clinicas debidas
a la afectacién multisistémica son las si-
guientes: hepatitis aguda con ictericia en
un 15-30% de los casos y hepatomegalia
en el 13-50%. La afectacién del sistema
nervioso central es bastante frecuente,
variando desde sutiles anomalias, como
irritabilidad, letargia, alteraciones de la
personalidad a alteraciones severas, como
convulsiones, ceguera cortical, hemipare-
sias, posturas de descerebracion y coma.
Las alteraciones neuroldgicas se deben
principalmente a los trastornos hidroelec-
troliticos.

La fase crénica no esta presente en to-
dos los casos.

Pueden existir secuelas leves como HTA
moderada y/o proteinuria en rango no
nefrético de escasa duracion, insuficiencia
renal cronica con HTA severa, proteinuria
persistente e insuficiencia renal cronica.
En otros casos persisten las secuelas neu-
rolégicas.

La mortalidad oscila de un 2 a un 5%.

Diagnostico

Interrogatorio: habitualmente la histo-
ria de los pacientes con S.U.H estd muy
bien delineada.

Del interrogatorio cuidadoso surge la
orientacién diagnostica.

Laboratorio: El diagndstico se corrobora
con elementos de laboratorio, pero funda-
mentalmente con el hallazgo de un frotis
de sangre periférica tipico.

Alteraciones hematoldgicas: la presen-
cia de anemia hemolitica es constante,
con marcada anisocitosis y poiquilocitos
con fragmentacion eritrocitaria (aparecen
como esquistocitos). Algunos esquistoci-
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tos adoptan la forma de cascos (Helmet
cells). Algunos glébulos rojos adoptan la
forma de esferocitos.

Las concentraciones de hemoglobina pue-
den caer a valores de 4-5 g/dI.

La respuesta reticulocitaria es precoz y os-
cila entre el 1 al 20 %.

Existe una disminucién o desaparicion
de haptoglobina, lo que evidencia que se
trata de un proceso de hemolisis intravas-
cular.

La leucocitosis es un signo frecuente
(>15000/mm3).

Las plaquetas casi siempre descienden
en la primera semana a cifras inferiores a
100.000/mm3.

Los estudios de la coagulacién muestran
actividad normal o alta del factor VIII,
factor V, fibringeno, monémeros de la
fibrina y productos de degradacién del
fibrindgeno. La antitrombina Il usual, es
normal, pero puede estar francamente
descendida.

Alteraciones Renales: Se produce un
aumento progresivo de las cifras de crea-
tinina (> 1,0 mg/dl menor de 13 afios o
>1,5 mg/dL de 13 afios 0 mas, 0 >50%
respecto al valor basal) y urea, asi como
alteraciones hidroelectroliticas y del equi-
librio acido-basico derivadas de la insufi-
ciencia renal.

En el sedimento urinario se pueden en-
contrar hematuria (microhematuria) y
proteinuria (1-2g/dl). Pueden encontrarse:
cilindros granulosos, hematicos y leucoci-
tarios.

Los pacientes que presentan HTA pueden
tener aumento de la actividad de renina
plasmatica.

Otros hallazgos de laboratorio: La LDH
esta aumentada como expresion de he-
molisis, aunque también de sufrimiento
isquémico y necrosis tisular (esta ultima
parece ser la causa principal). Su persis-
tencia indica la continuidad de la hemoé-
lisis.

Bilirrubina indirecta: aumentada, no suele
superar 2-3 mg/dl.

Puede existir hiperuricemia, hiperlipemia
y aumento de las transaminasas con hi-
poalbuminemia.

Puede observarse descenso de la fraccién
C3 del complemento.

Las pruebas complementarias se caracte-
rizan por test de Coombs directo e indi-
recto negativos.

La biopsia rara vez esta indicada (insu-
ficiencia renal mayor a 2 semanas), y se
contraindica en pacientes plaquetopéni-

Cos.
Heces fecales: En la fase aguda se puede
aislar el patégeno y determinar la entero-
toxina (Stx libre).

Criterios diagnésticos para establecer
la asociacion entre enfermedad e in-
feccion por STEC

1- Aislamiento y caracterizacion del pato-
geno en materia fecal

2- Deteccidn de Stx libre en materia fecal
(StxMF)

3- Deteccion de anticuerpos anti-Stx en
suero

Los puntos 2 y 3 son realizados por los
Centros de Referencia, por técnicas de
neutralizacién del efecto citotoxico en cé-
lulas Vero, entre otras pruebas.

1- Aislamiento y caracterizacion de
STEC en materia fecal:

E. coli 0157:H7 es el serotipo que hasta
ahora ha demostrado mas evidencia de
incidencia y es, por tener caracteristicas
fenotipicas particulares, él mas sencillo
de identificar en un laboratorio sin mucha
complejidad. Pero no se debe olvidar que
otros serotipos pueden estar involucrados
y se debe considerar al hacer el coprocul-
tivo.

En un medio diferencial (SMAC) se siem-
bra la muestra de MF, tras incubacién las
colonias sospechosas son reconfirmadas
con pruebas bioquimicas estandares.
Luego, con una suspension de la bacte-
ria pura, se realiza una aglutinacion en
latex con antisueros 0-157. Si resultase
una aglutinacién positiva, se considera un
diagnéstico probable de E. coli 0157.
También pueden usarse métodos de ELI-
SA para la deteccion rapida del antigeno
0157 en muestras fecales; sin embargo,
es necesario corroborar la produccion de
Stx, debido a que no todas las 0157 son
productoras de esta toxina.

Cuando el laboratorio reporte el aisla-
miento de E. coli como patdgeno, en un
cuadro de diarrea, se debe tener presente
su importancia como agente causal de
cuadros graves de diarrea principalmente
en nifios menores de cinco afos y no sélo
considerarla como una bacteria de flora
normal.

Por tanto, todas las cepas aisladas
deben enviarse a un Centro de Refe-
rencia para su caracterizacion defini-
tiva.m



El laboratorio practico

Consideraciones para la obtencién, manipulacion,
transporte y conservacion de la muestra para hematologia

Los errores cometidos durante el procesamiento de una muestra, se dividen en
pre-analiticos, analiticos y post-analiticos. Segun algunas publicaciones, los errores
pre-analiticos constituyen aproximadamente el 70 % del total.

El laboratorio de hematologia no esta exento de estas estadisticas. Listaremos pues una serie

de consejos a tener en cuenta para reducir los errores pre-analiticos durante la obtencién, manipulacion,
transporte y conservacion de las muestras remitidas al servicio de hematologia.

p Obtencion de muestras con anticoagulantes

La sangre con anticoagulante debe procesarse lo antes posible
ya que se deteriora con facilidad incluso a 4°C.

EDTA sodico o potasico: Es el anticoagulante de eleccion para
el recuento de glébulos rojos, glébulos blancos, plaquetas y la
determinacién de hemoglobina.

El ICSH (International Council for Standardization in Hematolo-
gy) recomienda usar la sal dipotasica en una concentracién de
1,5+0,25 mg/ml de sangre. La sal tripotasica, a esa concentra-
cion, produce un achicamiento de los glébulos rojos disminuyen-
do el hematocrito en 2-3%. El MCV aumenta mas rapidamente
en el tiempo que con la sal dipotasica.

El exceso de EDTA de cualquier tipo produce cambios degenera-
tivos en glébulos rojos (crenados), blancos y plaquetas.

Citrato trisodico (32 g/L): Forma complejos con el calcio. Se
utiliza para las siguientes determinaciones:

e ESR, dilucién 1:4 Ejemplo--> 0,50 ml de citrato+2,0 ml sangre
e Coagulacion, Dilucién 1:9 Ejemplo--> 0,5 ml de citrato +4,5
ml sangre.

Heparina: (10-20 1U/mL) Actda neutralizando la trombina inhi-
biendo la interaccion de factores de la coagulacién en presencia
de antitrombina IIl. Puede utilizarse para pruebas de hematolo-
gia, teniendo en cuenta lo siguiente:

e Permite el recuento de glébulos rojos y plaquetas.

* No es recomendable para recuentos de blancos pues se pue-
den agregar.

» Mantiene tamafio de glébulos rojos y blancos.

* No sirve para realizar extendidos de sangre, al colorear por
MGG se tifie el fondo de azul.

Extendido: Debe realizarse con la sangre sin anticoagulante.

e Cuando se trabaja con muestras de riesgo puede realizarse el
extendido con sangre con anticoagulante hasta de 1 hora des-
pués de extraida.

p Efecto del tiempo de conservacion de las muestras

Globulos blancos: Con el tiempo disminuye paulatinamente el
recuento.

e Hasta 1 hora a t.a. no se observan cambios apreciables en
la morfologia con respecto a la sangre recién obtenida, aln se
puede realizar un extendido para colorear.

* A las 3 horas a t.a. hay cambios, pero aun es posible distinguir
los tipos celulares.

e Alas 12-18 hs. a t.a. los cambios son muy importantes:
Polimorfonucleares: el nlcleo toma un color homogéneo y los
I6bulos se separan, aparecen vacuolas citoplasmaticas y el bor-
de celular no esté bien definido.

Mononucleares: se observan vacuolas en el citoplasma y nucleo

con lobulacion irregular.

Linfocitos: nlicleo lobulado y con coloracién homogénea, vacuo-
las en citoplasma.

e Si hay exceso de anticoagulante, el recuento disminuye en 1-2
hs.

Globulos rojos: Con el tiempo aumentan de tamafio, y por lo
tanto aumenta el MCV. Este no se modifica dentro de las 24hs
si la sangre se conserva a 4°C.

e Alas 6 horas a t.a. (18-25°C) los cambios no son apreciables,
luego aumenta la presencia de glébulos crenados y esféricos.
Plaquetas: A medida que pasa el tiempo disminuye paulatina-
mente el recuento.

Reticulocitos: En sangre con EDTA a t.a. decae su valor a las 6
hs aproximadamente. Si la sangre es mantenida a 4°C se con-
servan hasta 24 hs.

Hemoglobina: Permanece inalterada varios dias, siempre que
la sangre no se contamine.

ESR: Se debe efectuar dentro de las 2 hs de la toma de muestra.
Si la sangre se mantiene a 4°C se puede efectuar dentro de las
24 hs.

p Otros puntos importantes a tener en cuenta:

e Agitacion adecuada de los tubos previo al procesamiento
(mezcla muestra-anticoagulante).

e Eliminacion de microagregados.

e Todos los cambios se retrasan si se conserva la sangre a 4°C
e Cuando se trabaja con sangre conservada a 4°C, antes de la
correcta homogeneizacion, debe tomar temperatura ambiente.

Los laboratorios clinicos producen resultados analiticos que son
Gtiles para el diagnostico, prondstico, control del tratamiento y
prevencion de las enfermedades.

v' El esfuerzo por la mejora de la calidad analitica, a tra-
vés del mejor equipo, los mejores reactivos y los mejores
controles y calibradores, se desperdicia si ocurren errores
en la etapas pre y post analiticas.

Dra. Maria Verénica Negrussi
CT Series - WL Counter 19/19 CP
Product Team
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Novedades y Agenda

Microalbuminuria, un predictor potente de insuficiencia renal en pacientes | 14y 15 de Octrubre

con hipertension. Cérdoba, Argentina

Investigadores italianos han reportado que la microalbuminuria es indicativa de un | XXXI11 Reunién del Capitulo Argenti-
riesgo elevado de insuficiencia renal en pacientes no diabéticos con hipertension. Es- | no de la Sociedad Latinoamericana
tos hallazgos enfatizan la ventaja de realizar la evaluacion de la relacion albamina/ | de Nutricion (CASLAN) - Il Jornadas
creatinina en orina como guia en el manejo de la hipertension. También sugieren que | Internacionales de Actualizacion en
pacientes con microalbuminuria deberian ser estudiados exhaustivamente en relacion | Nutricion y Tecnologia de Alimentos
al riesgo cardiovascular y renal. El estudio se llevé a cabo sobre 1122 pacientes no | Sede: Baterias D - Ciudad Universitaria
diabéticos con hipertension durante 11,8 afos. El objeto del estudio fue llegar a una
mejor comprension de la historia natural de la enfermedad renal hipertensiva especial- | Mas informacion:

mente en los primeros estadios a fin de prevenir o dilatar las secuelas. http://www.fbioyf.unr.edu.ar/caslan/
Clin J Am Soc Nephrol doi: 10.2215/CJN.07271009

Del 20 al 23 de Octubre

Infeccion crénica por HCV incrementa el riesgo de carcinoma renal Guadalajara Jalisco, México

Estudios llevados a cabo sobre una gran cantidad de pacientes en el Henry Ford Hospi- | XL Congreso Mexicano de Patologia
tal de Detroit (USA) indicé que pacientes con infeccién cronica por virus de la hepatitis | Clinica

C (HCV) tienen un alto riesgo de desarrollar carcinoma de células renales (CCR). Este | Colegio de Médicos Patélogos Clinicos
analisis es el resultado del estudio de casos realizados durante los pasados 5 afios y | de Jalisco, A.C.

sugieren una conexion entre la infeccién por HCV y el carcinoma renal. Se ha visto que | Sede: Expo Guadalajara

los pacientes con infeccién por HCV estan en riesgo de desarrollar enfermedad renal
y se ha observado también que el CCR ha aumentado su incidencia en los Gltimos 20
afos, aunque las causas de este aumento son desconocidas. Los autores del trabajo
han observado que el CCR en pacientes con infeccion por HCV, lo que motivé un es-
tudio mas profundo.

Este estudio integro los datos administrativos de 67.063 pacientes adultos tratados
en el hospital entre 1997 y 2006 para quienes se obtuvo un registro de testeo de HCV.
Los datos de CCR se obtuvieron de los registros del servicio de oncologia del hospital.
Los pacientes seropositivos mostraron que se encontraban en mayor riesgo de desa-
rrollar CCR que los seronegativos.

Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2010;19:1066-73

Mas informacion:
http://www.cicmundiales.com.mx/
ampc-2010.html

Del 28 al 30 de Octubre

Montevideo, Uruguay

Xl Congreso Uruguayo de Patologia
Clinica "El Laboratorio de Patologia
Clinica como herramienta imprescin-
dible en la evaluacion de la Salud”.
lll Jornadas de Residente y Simposio
Regional “Vacunas, Situacion Actual
y Perspectivas Futuras en Relacion a
Infecciones Emergentes.

Sede: Centro de convenciones de la
Torre de los Profesionales

Real time PCR en el diagnéstico de ulceras de cdrnea

Investigaciones recientes han mostrado la utilidad de la reaccion en cadena de la poli-
merasa en tiempo real (real time PCR) para detectar patdgenos bacterianos o fingicos
en pacientes con Ulcera de cornea.

Los hallazgos sugieren que la real time PCR es un método alternativo interesante por | Mas informacion:

ser rapido y sensible, frente a los cultivos bacterianos y fiingicos que son mucho mas | http://www.supac.easyplanners.net/
lentos y de los examenes de extendidos que dependen de la habilidad del operador.
Los primers y probes utilizados se disefiaron para detectar 6 patégenos simultanea- | Del 3 al 5 de Noviembre de 2010

mente incluyendo: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, Pseudomonas | Buenos Aires, Argentina

aeruginosa, S. Aureus resistente a la meticilina, y especies de Candida y Fusarium. VI Congreso Argentino de la Calidad
en el Laboratorio Clinico. IV Jornada
Los investigadores recogieron dos muestras de raspado de cérnea de pacientes que | Latinoamericana de la Calidad en el

habian sido diagnosticados con Ulcera de cérnea y pretratados con antibiéticos. Laboratorio Clinico.

En comparacién con los cultivos, la PCR tuvo una sensibilidad del 100%. Los patége- | Sede: Puerto Madero

nos fueron detectados y cuantificados por PCR en dos horas, contra las 48 hs de un
cultivo regu|ar_ Mas informacion:

Arch Ophthalmol 2010;128:535-540 http://www.fba.org.ar/calilab/
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