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Carta del Presidente

LICON... EN GUARDIA Y ENFRENTANDO
CON VALOR EL DESAFIO DE LA PANDEMIA |
PORLA COVID 19

Estimados lectores, una vez mas por este medio nos comunicamos e informamos cémo
percibimos y lo que estamos implementando para enfrentar con valor el desafio de la
pandemia de este 2020.

LICON ha desarrollado una estrategia emergente para contrarrestar el impacto brutal de la
COVID-19, de primera mano protegiendo a todos nuestros colaboradores al garantizar su empleo
y por otro lado su salud, adoptando medidas de proteccion en nuestras instalaciones tales como
estaciones de trabajo separadas y divididas para su sana distancia, asi como escalonar horarios de
trabajo y alimentos, cuidando también la higiene en las oficinas y dentro de la planta de
produccion, donde hemos creado filtros de acceso y salida verificando la toma de temperatura y
sanitizando todos los objetos necesarios para el dia a dia.

Por otro lado se cred por primera vez en LICON un servicio médico interno, contratando personal
especializado, titulado y capacitado, para la atencidén en forma personalizada con consultorios
totalmente equipados y funcionales.

Asi mismo, es importante atender a nuestro personal en el aspecto psicoldgico por el miedo que
produce esta amenaza de contagiarse, no es ninguna novedad que algunos colaboradores tengan
afectaciones en sus familias por la pérdida de sus seres queridos y en otros casos enfrentando los
cuidados para recuperar la salud de los que han sido contagiados.

En lo referente a las operaciones del dia a dia en LICON no hemos bajado la guardia, al contrario con
mucho brio, inteligencia, confianza, entusiasmo y sobre todo con mente positiva, seguimos
innovando con nuevos productos y equipos automatizados de vanguardia para dar a nuestro pais
herramientas tecnoldgicas para el diagnéstico clinico de laboratorios y bancos de sangre, asi
como sistemas de calidad con controles de tercera opinidn fabricados especialmente para esta
pandemia de la COVID-19; que han dado un soporte de seguridad en los resultados, ya que por ser
algo nuevo, nos brinda mayor confianza en las pruebas realizadas en los laboratorios especializados.

Aprovechando esta oportunidad LICON hace patente un gran reconocimiento a “LOS ROSTROS
AL FRENTE DE LA BATALLA” que son médicos, quimicos, técnicos, especialistas, enfermeras y
todo el personal de apoyo del sector salud que con ejemplo y valor se han solidarizado con la
humanidad para salir adelante de esta pandemia.

La batalla continda, los invito a no bajar los brazos reforzando primordialmente nuestra fuerza
mental, asi como protegernos a nosotros mismos de evitar contagiarnos, teniendo la salud y la vida
activa para enfrentar este ultimo tramo de contencion al 2020, ya que con optimismo esperamos
la vacuna para el 2021y de esta manera podamos brindar de alegria que hemos vencido.

Esperando que esta reflexion nos inyecte confianza y entusiasmo, les aseguro que saldremos adelante.

Atentamente,

ANASTACIO CONTRERAS ROMERO
Presidente del Grupo LICON
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Medicién incorrecta de la
hemoglobina glicada en
pacientes sin Hemoglobina A

Minghuan Suo, et al. Divisidon de laboratorio Clinico, Zhongshan Hospital.

Este resumen fue traducido al espafiol y se extrajo del original publicado en Portland Press como:
Minghuan Suo, Dongmei Wen, Weijia Wang, Decai Zhang, Shengnan Xu, Xia Wang, Ting Hu; False measurement of glycated hemoglobin in patients without hemoglobin A.
Biosci Rep 31 January 2019; 39 (1): BSR20180128. doi: https://doi.org/10.1042/BSR20180128



La Hemoglobina glicada (HbAIlc), que es una fraccion de la
hemoglobina A, es un marcador bioquimico. La proteina se forma a
través de la glicacion no enziméatica del residuo de valina en el
N-terminal de la cadena B de la hemoglobina con glucosa. La
prueba de HbAIc se utiliza de forma rutinaria para monitorizar el
control glucémico a largo plazo y evaluar el riesgo de
complicaciones’ 2. En la directriz de 2010 de la Asociacion
Americana de Diabetes, se recomendd la HbAlc como un criterio
para la deteccién y el diagndstico de diabetes utilizando un valor de
corte del 6,5% (48 mmol / mol)>. También se han establecido
estrategias terapéuticas, de acuerdo con la prueba de HbAlc*. Por
lo tanto, la medicidn precisa de HbAlc es extremadamente crucial
para las practicas clinicas. Actualmente, se utilizan una variedad de
métodos basados en diferentes principios para la medicidon de
HbAlc en laboratorios clinicos y estas metodologias incluyen
cromatografia liquida de alto rendimiento por intercambio
cationico (CE-HPLC), cromatografia liquida de alto rendimiento por
afinidad a Boronato (BAC), electroforesis capilar (EC) e
inmunoensayo. Sin embargo, los resultados de la prueba de HbAlc
de estos métodos pueden verse influidos por las condiciones
fisiopatoldgicas de los pacientes, como hemdlisis, reduccién de la
vida util de los eritrocitos, interferencia técnica de ciertas variantes
de hemoglobina o expresion elevada de HbF®. Mas recientemente,
varios estudios, informaron que la medicion de HbAIlc se vio
afectada significativamente por pacientes con variantes de Hb
(HbAS, HbAE, HbAC, HbAD, HbAJ (Bangkok), HbAG (Taibei)) vy la
creciente evidencia sugiri¢ que los resultados de HbAlc en Hb las
variantes detectadas mediante la implementacion del método
BAC, asi como el inmunoensayo de Roche Tinaquant, se vieron
mucho menos afectadas que el resultado del método de referencia
de la Federacion Internacional de Quimica Clinica y Medicina de
Laboratorio (IFCC)5.

El componente heterocigoto es uno de los elementos criticos para
causar enfermedad genética en el ser humano. La mediciéon de
HbAlc estd estrechamente relacionada con el cribado o
diagndstico de pacientes con heterocigosis compuesta con
variantes de Hb. En particular, se informaron pocos estudios en la
medicion de HbAlc de pacientes heterocigotos compuestos sin
expresion de HbA mediante el uso de estos ensayos de examen. En
el presente estudio, la HbAIc en las muestras de sangre
recolectadas de cinco pacientes homocigotos sin expresion de
HbA, fue analizada por cinco sistemas comunes de detecciéon de
HbAlc para comprender mejor la medicion de HbAlc en la
aplicacion clinica.

Muestras

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Zhongshan de la Universidad Sun Yat-sen. Un total de 40 muestras de
sangre entera con EDTA recolectadas de muestras previamente
analizadas fueron destinadas al andlisis de HbAlc por la metodologia
HPLC. Estas muestras también se analizaron mediante electroforesis
capilar para confirmar la ausencia de variantes de Hb. La HbAlc en las
40 muestras sin variantes de HA (4.4-14.4% HbAIc) se analizaron
luego con diferentes ensayos. Ademas, cinco muestras de sangre sin
expresion de hemoglobina A obtenidas de muestras clinicas
previamente analizadas se sometieron a andlisis de hemoglobina
mediante electroforesis capilar y el tipo de hemoglobina se confirmd
mediante andlisis de genotipificacion. Se recolectaron cinco muestras
de componente heterocigoto: el genotipo de la primera muestra fue

aa/ aay B / BP442 |a segunda muestra fue aa / aay @Vs2654 / Bhewvork,
la tercera muestra fue similar a la segunda muestra, aa / aa y 442/
BNewvork: |3 cuarta muestra fue aa / aa y P42 / prBandkeks |3 quinta
muestra fue -SEA / -o*2¢Tlandia yy 8 /8, | os cinco pacientes anteriores
eran pacientes no diabéticos con glucemia en ayunas normal. Todas las
muestras de sangre fueron alicuotadas por cuadruplicado vy
congeladas a -70 ° C antes del analisis.

Discusion y Resultados

El valor de HbAIc refleja el nivel glucémico medio del paciente en
las dltimas 6 a 8 semanas. La hemoglobinopatia altera la
composicién y estructura de la hemoglobina y puede dar lugar a
una mala interpretacion del resultado de la HbAlc. Se ha informado
que las variantes de hemoglobina afectan potencialmente la
precision de los métodos de examen actuales para la medicion de
la HbAIC'®™”, Sin embargo, los valores de HbAlc medidos en
pacientes heterocigotos rara vez se informan.

Los valores de HbATlc pueden evaluarse mediante varios métodos
basados en la carga molecular (cromatografia liquida de alta
resolucion de intercambio catidnico (CE-HPLC) vy electroforesis) o
la estructura molecular (inmunoensayos, cromatografia de afinidad
de boronato y espectrometria de masas). En los cinco casos
actuales, los dos principios informaron dos de cinco vy tres de cinco
resultados falsos de HbAIlc, respectivamente. Debido a que la Hb
New York tiene una carga similar a la HbA y puede eluirse junto con
la HbA Hb New York en el segundo y tercer casos, se identificd
erroneamente como HbAO debido a la elucidon en la retencion
respectiva y Hb (New York) 1c se identificd erroneamente como
HbAIlc. La Hb J-Bangkok es otra variante de hemoglobina comun
en China y su carga es diferente a la de la HbA.

Por tanto, los cromatogramas de la metodologia HPLC se
mostraron anormalmente. Lo et al’® informaron de un caso de
resultados de HbAIc exageradamente normales debido a la
identificacion errénea de HbG Taipei como HbAO por metodologia
HPLC. Estos resultados mostraron que la CE-HPLC fue obviamente
interferida por variantes de Hb con diferentes cargas y podria
resultar en una concentracion erronea de HbAlc. Figura. 3
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Figura 3. Cromatograma de cinco portadores hetetocigotos dobles por HPLC.
(A) Muestra normal; (B) portador BCD26/BCD41-42; (C) portador BIVS2-654/B
NewYork; (D) portador BCD41-42/BNewYork; (E) portador BCD41-42/B
J-Bangkok; (F) portador -SEA/-a4.2-Q-Thailand.

La electroforesis capilar (EC) es un nuevo ensayo para evaluar la
HbAlc basado en la separacion de la propiedad vy la carga de la Hb
por electroforesis capilar. Existe una fuerte coherencia entre los
resultados de CE y HPLC. Muchas publicaciones han informado de
que la resolucién de CE es superior a la CE-HPLC como resultado
de permitir la separacion de muchas variantes de Hb comunes vy
raras de la fraccion de HbAO [19-21]. De cinco muestras sin
expresion de HbA, la metodologia CE pudo detectar HobAlc hasta
cuatro muestras. Aunque el sistema CE identificé erréneamente la
Hb F como HbAO en la primera muestra y la Hb (Nueva York) O
como HbAO en la segunda y tercera muestra, el sistema no mostrd
los valores de HbAIc, lo que podria hacer que los laboratorios
presten mas atencidn a los pacientes con fracciones de
hemoglobina. Sin embargo, en la quinta muestra, el la metodologia
CE detectd los valores de HbAlc sin mostrar la expresion de HoH e
identificd erroneamente HbQ-Tailandia como HbAO. La literatura
habia informado que la metodologia CE produjo dos resultados
inexactos de las 18 variantes raras (Hb Silver Springs y Hb
J-Broussais)". Para HbG Coushatta, el sistema de electroforesis
capilar produjo un valor de HbATlc diferente de los resultados
detectados por electroforesis capilar-HPLC en tandem (método de
referencia IFCC)%. Aungue la electroforesis capilar podria separar
muchas variantes de Hb comunes y raras de la fraccién de HbAO,
también debemos centrarnos en analizar los datos crudos de las
diferentes variantes de Hb y encontrar los problemas de los
electroferogramas. Figura. 4
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Figura 4. Cromatograma de cinco portadores hetetocigotos dobles por
Electroforesis capilar. (A) Muestra normal; (B) portador BCD26,/BCD41-42; (C)
portador BIVS2-654/BNewYork; (D) portador BCD41-42/BNewYork; (E)
portador BCD41-42/BJ-Bangkok; (F) portador -SEA/-a4.2-Q-Thailand.

Conclusiones

Cada sistema de examen para la medicion de HbAlc no pudo
eliminar la interferencia de heterocigotos dobles en nuestro trabajo.
La implementacion de tales métodos puede no generar resultados
confiables para la aplicacién clinica. Aunque la CE puede ser
superior a otros sistemas, es importante saber que la
hemoglobinopatia puede afectar la medicion de HbATc. Se sugiere
que los pacientes con variantes heterocigotos utilicen un método
no basado en Hb, como la fructosamina, la albumina glucosilada o
la monitorizacion continua de la glucosa, para evaluar el control
glucémico a largo plazo en lugar de la medicion de la Hb Alc.
Debido a las altas frecuencias de variantes de hemoglobina, es
importante aclarar estas limitaciones cuando se utilizan estos
métodos para medir la Hb Alc.
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Separacion y cuantificacion de la fraccion glicada de la

hemoglobina en sangre humana

Todas las ventajas de la electroforesis capilar en un solo
ensayo permitiendo la disminucion de interferencias
enmascaradas como: variantes de hemoglobina,
hemoglobinas carbamiladas y hemoglobinas labiles.

® Separacion clara, nitida y precisa de la hemoglobina glicada
como: Hemoglobina AO y Hemoglobina A2.

® Elensayo de hemoglobina glicada emplea la técnica de
electroforesis capilar permitiendo la deteccion precisa
disminuyendo interferencias

® Permite la visualizacion y ayuda al diagndstico presuntivo de
algunas variantes y hemoglobinopatias.

® La técnica emplea calculos desarrollados por la IFCC para el
método de referencia de la estandarizacion.

® Ayuda en el diagndstico y seguimiento en pacientes con diabetes.

ﬂ g m : Grupo LICON

www.licon.com.mx




[ ]
En voz de los expertos } Edicidon 61 e InfOcon

Dra. Maria Soledad Saez
Laboratorio Central del Hospital Italiano de Buenos Aires

“Utilidad de la Electroforesis Capilar”

“.lo importante con la electroforesis de proteinas es poder
tener buena sensibilidad y resolucion, separar beta 1y beta 2, las
separaciones deben quedar bien claras...”

Grupo LICON en colaboracion con SEBIA mantuvieron una
entrevista con la Dra. Maria Soledad Saez del Hospital
[taliano de Buenos Aires, quien actualmente labora en el
departamento Bioquimica Aplicada del Laboratorio Central,
en la cual se analizaron los beneficios de la técnica de
electroforesis capilar para el diagndstico clinico.

La electroforesis capilar (EC) es una técnica analitica que
permite la separacion y cuantificacion de una amplia gama
de analitos, con una aplicacion clinica importante que
puede complementar a otras técnicas como la electrofore-
sis en gel de agarosa. La disponibilidad de tecnologia de
punta junto con la capacitacion del personal conlleva a
obtener la confianza de los médicos y de otros laboratorios
para procesar pruebas y emitir un diagndstico certero.

En la entrevista la Dra. Saez compartio su testimonio sobre
el uso de la electroforesis capilar en su trabajo diario
mencionando la funcionalidad de la técnica.

En palabras de la Dra. Saez:

“... la experiencia con geles de agarosa es muy buena porque
los geles de alta resvolucion son muy buenos, lo importante
con la electroforesis de proteinas es poder tener buena
sensibilidad y resolucion, separar beta 1y beta 2, las separa-
ciones deben quedar bien claras..”.

Menciona también que en una primera experiencia estaba
temerosa y un poco abrumada ya que era una técnica nueva,
gue tuvieron que validar pero conforme fue adquiriendo
experiencia le fue sencillo poder interpretar los resultados.

En la entrevista la Dra hace hincapié en el apoyo con otras
técnicas como la inmunofijaciéon. “.pero considero que
requiere una alteracion en la electroforesis, para poderia
utilizar con confianza, al ver la presencia de una pequena
desviacion en la curva por un componhente monoclonal,
tengo que recurrir a la inmunofijacion...”.

La electroforesis capilar como tecnologia de punta nos repre-
senta un reto hoy en dia, el acceso vy la difusion es fundamen-
tal para que el personal médico y el personal del laboratorio
conozcan la utilidad e interpretaciéon de esta técnica.

Ver la entrevista completa en:

httos,/youtu.be/hIDU5spgELA
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Consecuencias metabolicas
tras el confinamiento

QFI. Ismael Ernesto Torres Valencia, BQD. Alan Didier Villegas Valencia. Instituto LICON



Introduccién

La pandemia de COVID-19 representa un desafio muy serio para nuestras
sociedades, ya que se ha pedido a poblaciones enteras que restrinjan sus
interacciones sociales y, en muchos paises, incluso que se aislen y vivan
confinadas en el hogar durante varias semanas o meses. Este periodo de
circulacion restringida afecta a todos los ciudadanos independientemente de su
edad, sexo y etnia. Obliga a las personas, incluso a los mas jovenes y en mejor
forma, a volverse repentinamente inactivos y adoptar comportamientos
sedentarios. ( Narici, et al, 2020). Medidas como trabajar desde casa, cerrar
escuelas, tiendas, restaurantes y cualquier negocio o servicio que se considere no
esencial para frenar la propagacion del contagio y asi prevenir el colapso de los
sistemas de salud, ha sido fundamental en el proceso de minimizar los contagios
por el SARS-CoV-2.

Como resultado, los niveles de actividad fisica y ejercicio han disminuido
drasticamente mientras que los habitos dietéticos permanecen sin cambios o no
logran compensar esta inactividad produciendo un balance energético positivo.
Existe una fuerte evidencia epidemiolégica de que un estilo de vida sedentario
crénico es perjudicial para la salud. El ejercicio juega un papel fundamental en la
prevencion de la mayoria de enfermedades cronicas. Nuestro cuerpo necesita un
periodo relativamente largo para beneficiarse de las adaptaciones saludables que
genera el gjercicio, modulado por diferentes mecanismos moleculares como la
epigenética, la modulacion metabdlica o la reduccion de la inflamacion,
desafortunadamente solo se requieren unos pocos dias para revertir estas
adaptaciones, y el cuerpo regresa a una situacion fisioldgica similar a la basal o
incluso peor. (Martinez-Ferran, et al., 2020).

Implicaciones en salud cardiometabdlica

Numerosos procesos metabdlicos y fisioldgicos estan respaldados por
oscilaciones bioldgicas de 24 horas bajo el control de un reloj circadiano central
ubicado en el nlcleo supraquiasmatico del hipotadlamo, con sincronizacion de la
expresion de los genes del reloj circadiano gobernada principalmente por el ciclo
claro-oscuro. Sin embargo, las sefales epigenéticas (ambientales y de
comportamiento), denominadas "zeitgebers", pueden ajustar el reloj central y
restablecer o inducir cambios de fase de tiempo en oscilaciones circadianas a
través de mecanismos supraquiasmaticos independientes del ndcleo.

Una consecuencia inmediata de las estrategias de aislamiento / cuarentena es la
exposicion reducida a la luz del dia y los cambios que lo acompanan en los
patrones de actividad fisica, con el horario de las comidas y los patrones de suefio
que también pueden verse perturbados: estos 'zeitgebers' interactlan con la
biologia subyacente para crear un entorno en el que los ritmos circadianos estan
alterados, lo que predispone a los individuos susceptibles a una gran cantidad de
anormalidades metabdlicas. (King, et al., 2020)

Una consecuencia inevitable de todas las estrategias de aislamiento es que la
mayoria de las personas pasardn mas tiempo sentadas y participando en
actividades que impliquen tasas muy bajas de gasto energético, como el trabajo
de escritorio, actividades de redes sociales en linea y ver television. Es probable
gue este comportamiento exacerbe la actual crisis de salud publica creada por los
bajos niveles de actividad fisica voluntaria y las consecuencias posteriores para la
salud cardiometabdlica. De hecho, después de la hipertension (13%), el consumo
de tabaco (9%) y la hiperglucemia prolongada (6%), la inactividad fisica es
actualmente el cuarto factor de riesgo principal para la mortalidad global, y
representa el 6% de las muertes globales.

Los datos recopilados de mas de 30 millones de consumidores en todo el mundo
durante marzo de 2020 por la compania de tecnologia portatil Fitbit indican una
reduccion sustancial en el conteo de pasos diarios en comparacion con el periodo
correspondiente en 2019; esto varié de una disminucion del 7 al 38% en diferentes
paises. Los bajos niveles de actividad fisica diaria y el comportamiento sedentario
se asocian con numerosos resultados adversos para la salud, incluida la
dislipidemia, la disfunciéon microvascular y la resistencia periférica a la insulina que
predisponen colectivamente al aumento de peso y un aumento concomitante de
biomarcadores para el riesgo cardiometabdlico. (King, et al., 2020).

En los seres humanos, la presencia de denervacion muscular puede demostrarse
midiendo las fibras musculares positivas a la molécula de adhesion de células
neurales (NCAM). NCAM es una glicoproteina que se expresa normalmente
durante el desarrollo embrionario pero ausente en el musculo adulto; por lo tanto,
su presencia en el musculo adulto es indicativa de un proceso de denervacion /
reinervacion en curso, como se ve en la pardlisis o en otras enfermedades
neurodegenerativas. ( Narici, et al,, 2020).

Lamentablemente, estos efectos desfavorables ocurren rapidamente. Por
ejemplo, cuando los hombres jovenes y saludables disminuyeron sus niveles de
actividad diaria de 10,501 a 1,344 pasos / dia durante solo dos semanas,
experimentaron una disminucion del 17% en la sensibilidad a la insulina del
musculo esquelético, una disminucion del 7% en la aptitud cardiovascular y una
reduccion del 3% en masa magra de la pierna, explicada por una reduccion en las
tasas de sintesis de proteinas miofibrilares. Tales perturbaciones metabdlicas se

exacerban aln mas por periodos de inactividad prolongada y contribuyen a las
interrupciones de la homeostasis de todo el cuerpo provocadas por una
disminucion progresiva y coordinada de la funcion de numerosas células, tejidos y
drganos. (King, et al., 2020).

Implicaciones en salud alimentaria

La ingesta alimentaria (tiempo, cantidad y eleccion) se rige por una interaccion
compleja de factores susceptibles de cambio durante el autoaislamiento. De
hecho, varios instrumentos que han intentado simplificar la base de la eleccion
dietética identifican al menos 15 categorias diferentes que sustentan el
comportamiento alimentario. Si bien, algunos de estos constructos son
intrinsecos, otros se veran alterados durante los periodos de autoaislamiento,
incluso por encima de los regidos por cambios inevitables en la disponibilidad /
seguridad de los alimentos a nivel comunitario o familiar. Es probable que otros
factores que rigen la ingesta, como el efecto heddnico de los alimentos o el
comportamiento alimentario en respuesta al aburrimiento, el estrés o la ansiedad,
conduzcan a una mayor ingesta de energia secundaria por cambios en los
alimentos, opciones y cantidades (King, et al., 2020).

Los estudios muestran que deficiencias en vitamina D estan asociadas a mayor
riesgo de varias enfermedades: infecciones del aparato respiratorio superior,
enfermedades autoinmunes o alergias, problemas cardiovasculares e incluso
mayor mortalidad. También se ha relacionado niveles mas bajos de vitamina D
con obesidad, diabetes tipo 2 y sindrome metabdlico.

Ademas, se ha demostrado que la suplementacion con vitamina D puede
prevenir las infecciones respiratorias y déficit de vitamina D puede agravar el
resultado de salud de los pacientes de la UCI, mientras que su correccion podria
disminuir la morbilidad y la mortalidad en este entorno clinico. Los huesos son los
principales afectados cuando hay deficiencia de vitamina D. En niflos se
manifiesta en forma de raquitismo, que puede provocar fracturas dseas y
desarrollo deficiente de los dientes. En los adultos causa osteomalacia (huesos
débiles, dolor dseo y debilidad muscular) y osteoporosis en personas mayores.

La clave durante este periodo de encierro seria una dieta equilibrada que
comprenda todos los nutrientes necesarios, incluidas grasas saludables con
niveles equilibrados de azucar y colesterol. Durante el encierro, no se deben
recomendar las dietas hipocaldricas, ya que no son efectivas a largo plazo y no
aportan suficiente energia para una persona en esta situacion de quedarse en
casa. Los carbohidratos son una fuente apropiada de energia y se necesitan a
dliario, principalmente si se asocian con el ejercicio aerdbico. Los alimentos ricos en
carbohidratos con un indice glucémico bajo (cereales integrales, arroz integral,
verduras, legumbres, frutas, etc.) y las proteinas son una parte esencial de la dieta,
especialmente durante este periodo de mayor inactividad y debemos evitar los
carbohidratos con un alto indice glucémico como azUcares, dulces o pan. Se
recomiendan alimentos ricos en proteinas con menor porcentaje de grasa como
carne de pollo y pavo, pescado, huevos cocidos, quesos frescos, legumbres (soja),
asi como productos lacteos como yogur y requeson, ya que las proteinas tienen
un efecto estimulante sobre el metabolismo y participan en la eliminacion de
grasas. Por tanto, la combinacién de una dieta adecuadamente equilibrada y
ejercicio fisico regular, debe servir para mantener un equilibrio metabdlico estable
(Martinez-Ferran, et al., 2020).

Segun la reapertura de actividades derivado del seméforo epidemioldgico,
diferentes paises estan estableciendo nuevas regulaciones en las que se permite
hacer ejercicio en la calle. Cada conjunto de regulaciones puede tener diferentes
reglas, en términos de tiempo o nimero de personas que entrenan juntas.
Dependiendo del pais, se puede permitir el entrenamiento personal o en
pequefos grupos. Sin embargo, la reapertura de gimnasios o centros deportivos
a la poblacién en general podria llevar mas tiempo. Por esta razon, el
entrenamiento debe continuar en casa, debido a que la inactividad fisica a corto
plazo puede conducir a una reduccion de la Frecuencia cardiorespiratoria y
también de la masa muscular. En algunos paises esta inactividad ha sido mucho
mas prolongada. (Martinez-Ferran, et al, 2020). En consecuencia, las personas
deben considerar que su nivel de condicion fisica es menor que antes del encierro
si comienzan a hacer ejercicio en la calle, como correr.

Es imperativo que todas las acciones que llevamos a cabo cumplan con el
distanciamiento social recomendado por las autoridades sanitarias para poder
acabar en un futuro cercano con la pandemia.
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- VERIFICACION DE PROCEDIMIENTOS DE MEDIDA

BIOLOGIA MOLECULAR PARA LA DETECCION DE RNA SARS-CoV-2
Dr. Gabriel Migliarino, GMigliarino Consultores
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El papel de la calidad analitica
ante una emergencia de salud

Q.F.B. Gisela Cortés Rivera, Instituto LICON
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Pandemia, es el tema que se ha estado escuchando en los Ultimos siete
meses, un virus que ha puesto al mundo de cabeza, tanto
econdmicamente como en la salud fisica y mental de todas las
personas a nivel mundial. Y es que, la situacion nos ha demostrado que
aun existen muchas oportunidades de mejora en muchos aspectos,
tanto de los servicios de salud como en la necesidad de apoyar mas a la
investigacion, no solo en nuestro pais.

A pesar de que la aparicion de un nuevo agente infeccioso no se puede
anticipar del todo, el desarrollo de nuevas oportunidades para
perpetuar la salud de los individuos, debe volverse un tema de principal
interés, especialmente en nuestro pais. A pesar de que la aparicion de
un nuevo agente infeccioso no se puede anticipar del todo, el desarrollo
de nuevas oportunidades para perpetuar la salud de los individuos,
debe volverse un tema de principal interés, especialmente en nuestro
pais. Entre estas oportunidades, vimos una respuesta de nuestras
instituciones regulatorias para poder acelerar la entrada de kits de
diagndstico, optando por lo mas seguro en la actualidad que son las
pruebas de deteccidon de RNA viral por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), declaradas en el listado emitido por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), como las pruebas VD para ser utilizadas
ante la contingencia. Sin embargo, con la entrada de estos sistemas de
diagndstico, surge otra necesidad, asegurar que el desempefio de
estas pruebas es el adecuado para poder proporcionar resultados
fiables a los pacientes. Sin embargo, con la entrada de estos sistemas
de diagndstico, surge otra necesidad, asegurar que el desemperio de
esas pruebas es el adecuado para poder proporcionar resultados
fiables a los pacientes.

Ya se ha abordado la importancia de realizar una verificacion de
meétodos, cuando estos son de incursion en un laboratorio, y
definitivamente, la entrada de estos sistemas de diagndstico para la
deteccion de SARS-CoV-2 no estan exentos.

Asi bien, de primera instancia, se debe demostrar mediante la
aplicacion de una evaluacion, que el procedimiento de medida funciona
de manera correcta, lo cual se ha realizado de manera previa antes de
que cualquier sistema de diagnodstico se pueda utilizar para la
determinacion de este agente infeccioso en muestras de pacientes,
siendo asi, se deben aplicar procedimientos para obtener la
informacion necesaria que permita aprobar o desaprobar cualquier
sistema. Posterior a estas evaluaciones, diversos laboratorios en el pais
han podido tener la oportunidad de brindar servicio a la poblacion
mexicana, los cuales deben considerar como deber el de mantener y
dar seguimiento a través del tiempo, comenzando, al recibir el sistema
de diagndstico en el lugar, llevar a cabo la calificacion del instrumento,
recordando las etapas de la calificacion, las cuales son: Calificacion de
disefio, calificacion de instalacion, calificacion de operacidon vy la
calificacion de desemperio. Una vez que estos sistemas han podido
elegirse, instalarse y demostrar su correcta operacion en los
laboratorios, équé sigue?

Como breve recordatorio, lo que significa llevar a cabo una verificacion
de métodos. Segun el Vocabulario Internacional de Metrologia, la
verificacion es la presentacion de evidencia objetiva, de que un método
cumple con las especificaciones para su uso previstas, que surgen
como resultado de su validacion. Siendo asi que, como todos los
métodos que se implementan en el laboratorio clinico, este debe
verificarse a razén de tener evidencia que realmente es funcional, y
teniendo en la mente la relevancia, ante la emergencia sanitaria, de
tener pruebas disponibles con la calidad adecuada.

Por lo tanto, la verificacion de los métodos de PCR, es parte de las
buenas practicas que se pueden tener para proporcionar diagnosticos
certeros. Hay que recordar, que la implementacion de la calidad en el
laboratorio, no solamente es la realizacion de la verificacion del método,
ya que esta Ultima, refleja el estado inicial del desempeiio, la cual, debe
seguirse a través del tiempo, mediante la implementacion del control
estadiistico interno de la calidad.

Actualmente, existen recomendaciones, como las que emitid este afio
la Food and Drug Adninistration (FDA), para la realizacion de
verificacion de métodos de manera adecuada, pero a su vez, mediante
procedimientos con una inversion de tiempo considerablemente
menor, los pardmetros a contemplar sugeridos son: limite de deteccion
de las pruebas (LoD), asi como de los porcentajes de acuerdo de
resultados binarios mediante el uso de muestras conocidas
determinadas mediante un método comparador. La parte crucial de
este ejercicio, es la utilizacion de materiales caracterizados que, si bien
pueden no ser de criterio de exactitud diagndstica, cuentan con
resultados conocidos.

Si estos pardmetros arrojan resultados que aseguran la fiabilidad del
desempeiio, es ahora cuando se debe pensar en dar seguimiento al
mismo a través del tiempo con la utilizacion de materiales de control
positivos y negativos que puedan ser incluidos cada vez que se
procesan muestras de pacientes, dando pie al mantenimiento del
correcto desempeno demostrado como resultado de la verificacion, asi
como a la implementacion de mejoras en el procedimiento de medida.
Para ello, la recomendacion del uso de un material de control de tercera
opinidn que no sea sintético, es lo ideal.

Hoy en dia, las pruebas de deteccion de material genético de otros
virus, como la Hepatitis B, Hepatitis C o el HIV, son complementarias a la
determinacion de anticuerpos, por lo tanto, no es la excepcion que
como parte de las determinaciones para el diagndstico de
SARS-CoV-2, ahora se esté implementando la determinacion de
anticuerpos en suero o plasma. Para estas Ultimas pruebas, la dindmica
se vislumbra de igual manera, haciendo de primera instancia una
verificacion para conocer el desemperio del método y posteriormente
la buena practica de la realizacion del control estadistico interno de la
calidad, con materiales que reten al sistema y mantengan la
conmutabilidad lo mas posible con una muestra humana, sin poner en
riesgo la salud del analista.

Es asi como la calidad puede ser aplicada a todas las dreas del
laboratorio clinico, laboratorio de banco de sangre y laboratorio de
biologia molecular, cada uno con sus peculiaridades, pero
compartiendo la misma necesidad de que los usuarios de cada una de
las pruebas, pueda demostrar con evidencia objetiva, que el
desempeiio de los diferentes métodos e instrumentos es suficiente
para ser el apoyo iddneo en el diagndstico de diversas enfermedades,

por supuesto, incluyendo la emergencia sanitaria que nos atafie hoy dia.
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Un programa de desempeno analitico

Es un desarrollo informatico que permite monitorear continuamente el
rendimiento analizado basado en un uso rutinario del Control de la Calidad
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Apoyo del laboratorio en el
manejo de pacientes con
coagulopatia en la COVID-19

Dr. Alejandro Morales de la Vega, BQD Montserrat Jiménez Chavarria. Instituto LICON
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Generalidades

La infeccion por el virus denominado SARS-CoV-2 (coronavirus 2) causa el
sindrome respiratorio agudo severo al que la Organizacion Mundial de la
Salud ha nombrado como: COVID-19; se cree que tuvo su origen en Wuhan,
China, de donde surgid el primer reporte en diciembre de 2019. De acuerdo
con la bibliografia, se reconoce como un trastorno sistémico que induce,
entre otras alteraciones, un estado protrombdtico. Los mecanismos
moleculares involucrados en el estado de hipercoagulabilidad observado en
pacientes con COVID-19 no se han comprendido del todo, aunque hay
indicios que implican un vinculo estrecho entre los sistemas inflamatorio y
hemostatico. El control por el laboratorio de los pardmetros de la coagulacion
de los pacientes con COVID-19 gravemente enfermos es obligatorio para
identificar a los pacientes con mayor riesgo trombdtico y modular la
tromboprofilaxis en consecuencia““.

Coagulopatia en la COVID-19

La coagulopatia en pacientes con COVID-19 se ha estudiado ampliamente
dados los pardmetros de coagulacion anormales, las elevaciones mas
consistentes se observan en el dimero D (D-D) y los productos de
degradacion fibrindgeno/fibrina (PDFs) que estan asociados con la
gravedad de la enfermedad. Sin embargo, el tiempo de protrombina (TP)
suele ser normal o levemente prolongado y el tiempo de tromboplastina
parcial activado (TTPa) se encuentra normal o acortado, por lo que no se
asocian de manera confiable con la gravedad de la enfermedad® ®. La
monitorizacion inicial como la evolucion de los pardmetros de coagulacion
pueden predecir la gravedad de la enfermedad; al ingreso, los niveles
elevados de dimero D y PDFs, asi como los niveles disminuidos de
fibrindgeno y antitrombina Il se asocian con la mortalidad.

Los mecanismos fisiopatoldgicos de la CAC (coagulopatia asociada a covid)
no se han dilucidado del todo. Se sabe que tanto la inflamaciéon como la
coagulacion son mecanismos esenciales de defensa, su respuesta serd
proporcional a la enfermedad. La activacion del sistema inflamatorio activa la
coagulacion, similar a otras formas de sepsis. Se ha demostrado la
interconexion de los dos sistemas y se refuerzan mutuamente
(inmunotrombosis). Tanto los factores de la coagulacion como las plaguetas
son inmunomoduladores, es decir, poseen funciones proinflamatorias
independientes de sus efectos hemostaticos. La reaccion inflamatoria
exagerada (tormenta de citocinas), estimula la expresion de factor tisular en
monocitos, macréfagos y células endoteliales, iniciando el proceso de la
coagulacién. El dafio endotelial y la hipercoagulabilidad son el resultado de
los cambios inflamatorios/hemostaticos. En esta interaccion, el
complemento parece tener un papel fundamental, su activacion perpetua el
dafio endotelial, la inflamacién, formacion de trombos y coagulacion
intravascular, contribuyendo al dafio organico que ocurre en la COVID-19 6.

Terapia farmacoldgica anticoagulante en la CAC

De acuerdo a lo reportado en la literatura, el manejo de la coagulopatia
asociada con COVID-19 es un reto y con evolucion constante, segun crece la
experiencia clinica. Los expertos recomiendan que los pacientes se
identifiquen acorde a los datos de laboratorio que se sugieren monitorizar:
dimero D, fibrindgeno, recuento de plaquetas, TP (en segundos y no como
INR) y TTPa, asi como pardmetros inflamatorios: IL-6, proteina C reactiva,
ferritina y procalcitonina con los que se evalla el riesgo trombdtico de los
pacientes, dada la relacion entre inflamacién y coagulaciéon. Recomiendan
que el seguimiento posterior se realice con los cinco primeros parametros
sefalados con la frecuencia que indiquen las guias a las que se apegue el
médico tratante. Algunos autores definen un nivel de dimero D de al menos
6 veces el limite superior de lo normal (3,0 pg/mL en unidades equivalentes
de fibrindgeno [FEU]) como de alto riesgo, incluso predice la mortalidad™ ",

En las recomendaciones de varias guias internacionales los expertos sefialan
que, dada la carga trombdtica de la COVID-19, la tromboprofilaxis con HBPM
se considera una opcion terapéutica de primera linea, ademas de que se
conoce su efecto antiinflamatorio. La profilaxis anticoagulante debe ser
personalizada de acuerdo con el perfil de riesgo trombdtico de los pacientes
y las caracteristicas de la Covid-19'. Se recomienda una dosis profilactica de
HBPM para todos los pacientes hospitalizados aun con pruebas de
coagulacion alteradas, pero ausencia de hemorragia activa, y se suspende si
el recuento de plaguetas es inferior a 25 x 109/L o el fibrindgeno inferior a 0,5
9/L; con ajuste de dosis para los pacientes con elevacion franca de dimero D
y aquellos que presentan criterios de gravedad. El TP o el TTPa anormales no
es contraindicacion para la tromboprofilaxis farmacoldgica con HBPM. La
tromboprofilaxis mecdnica debe utilizarse cuando la tromboprofilaxis
farmacoldgica esté contraindicada’ 8. En algunos pacientes se suelen utilizar
también, heparina no fraccionada (HNF) o fondaparinux.

En los pacientes con COVID-19 se debe considerar la posibilidad de la
presencia de anticuerpos antifosfolipidos incluido el anticoagulante IUpico,
por lo que es importante que se identifiquen en el laboratorio cuando se
observe que el tiempo de tromboplastina parcial activado se eleva
espontaneamente. Varios autores recomiendan que el control de la
anticoagulacién con HBPM, HNF o fondaparinux por laboratorio, de los
pacientes con CAC, se realice con los ensayos anti-Xa para establecer el
rango terapéutico deseado y evitar la interferencia de los inhibidores tipo
lUpico, deficiencias de factores o incrementos de reactantes de fase aguda.
Sin embargo, no olvidar que los ensayos anti-Xa se pueden ver afectados por
niveles altos de bilirrubina (> 6,6 mg/dL) o triglicéridos (> 360 mg/dL),
pardmetros que se pueden alterar en algunos pacientes con COVID-19 y
tormenta de citocinas®°.

En varias publicaciones se ha descrito un patrén de hipercoagulabilidad en
las pruebas viscoeldsticas (tromboelastografia o tromboelastometria
rotacional), con tiempo mas rdpido para la formacion del codgulo,
propagacion radpida del codgulo y aumento de la fuerza del codgulo. Sin
embargo, no existe evidencia sobre como utilizar mejor esta informacion
para guiar la terapia. De acuerdo con la guia actual de la Sociedad
Estadounidense de Hematologia y la Sociedad Internacional de Trombosis y
Hemostasia, no se utilizan de forma rutinaria pruebas viscoelasticas para
evaluar la hipercoagulabilidad 2.

En la tabla 1se resume la experiencia reportada en la bibliografia internacional
para la terapia anticoagulante en pacientes con COVID-19"

Tabla 1. Evaluacién del riesgo tromboembolitico y su tromboprofilaxis

del riesgo tromb. boli Tromboprofilaxis

Uso de dosis profilacticas estandar de
HBPM o fondaparinux en todos los
Monitorizacién por laboratorio: cuenta de pacientes hospitalizados por COVID-19
plaguetas, TP, dimero D, PCR, ferritina, IL-6  (usar troboprofilaxis mecénica si la
tromboprofilaxis  farmacoldgica esta
contraindicada)

"Uso de dosis intermedia de HBPM u HNF
Evaluacion de factores de riesgo individual: individualizada, considerando los factores
pacientes hospitalizados en UCI, edad de de riesgo de los pacientes.
los pacientes, TEV previo, IMC> 30, cancer

. L - Uso de profilaxis durante toda la estancia
activo o comorbilidades crénicas

hospitalaria y de 7-14 dias después del
alta en caso de persistir el riesgo de TEV"
TP = tiempo de protrombina, PCR = proteina C reactiva, IL-6 = interleucina 6,

IMC = indice de masa corporal, HBPM = heparina de bajo peso molecular, HNF =
heparina no fraccionada, UCI = unidad de cuidados intensivos.

Conclusion

La experiencia clinica internacional generada hasta el momento, ha hecho que
los médicos lleguen a la  conclusion que, dadas las caracteristicas
anticoagulantes y antiinflamatorias de las heparinas, la opcion terapéutica de
primera linea en el tratamiento y profilaxis en los pacientes con Covid-19, es la

administracion de HBPM, HNF o Fondaparinux dependiendo de la respuesta de
cada individuo y las circunstancias de cada centro hospitalario. Se recomienda
una adecuada monitorizacién de la anticoagulacion mediante pruebas de
laboratorio utilizando los ensayos Anti-Xa con el fin de conseguir la dosis
adecuada para cada paciente, evitando de esta forma efectos no deseados.
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Nos encontramos con grandes desafios en nuestro pais y a nivel mundial, la pandemia ha sido un
tema que ha afectado de manera importante y multifactorial a la poblacion, es una nueva
demostracion de los riesgos en esta era de la globalizacion. Numerosos episodios de emergencia en
el pasado han creado estragos en la historia, comenzando por la peste negra en la Edad Media y las
enfermedades que vinieron de Europa y arrasaron con la poblacion de nativos en América en
tiempos de la conquista. Se estima que, entre la gripe, el sarampiodn v el tifus murieron entre 30 y 90
millones de personas. Mas recientemente, todos evocan la gripe esparola (1918-1919), la gripe
asidtica (1957), la gripe de Hong Kong (1968), el VIH/SIDA (desde la década de 1980), el SARS
(2002), el Ebola (2014), la gripe porcina AHINT (2009), el MERS (coronavirus, 2015) y ahora el SARS
CoV 2, que ha hecho lo que ninguin otro, mantenernos en una cuarentena global.

Vivimos tiempos inciertos, que nos ponen a prueba como individuos y como sociedades. Pero nos
animaria a decir que la incertidumbre serd el agua en la que deberemos nadar por un buen periodo
de tiempo. Y que la capacidad que tengamos para adaptarnos a este nuevo entorno de cambios
bruscos, crisis sorpresivas y otras disrupciones va a ser determinante.
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Hoy hablamos de la pandemia de la COVID-19 (Coronavirus), mafana hablaremos de otra
cosa, igualmente imprevista que pudiera ser incluso mas angustiante y en muchos casos mas
dolorosa. Lo que debemos ejercitar es el musculo de la adaptacion.

En tiempos como este es cuando muchas veces sale a la luz lo mejor de nosotros. Lo
observamos en la explosion de solidaridad en las calles, entre perfectos desconocidos de
pronto unidos por lazos invisibles. Son gestos que inspiran y refuerzan la certeza de que
pronto superaremos esta situacion.

En México, como en otros paises, es necesario reconocer el trabajo de la gente que se
encuentra en la primera linea de batalla, no sdlo el personal de atencion primaria como
médicos y enfermeras sino también el personal que se encuentra brindando servicios de
diagndstico, en laboratorios clinicos y bancos de sangre, que han estado al pendiente sin
interrumpir los servicios y atencion a los pacientes.



Gracias a los rostros al frente de la
batalla, los profesionales de los
laboratorios clinicos y bancos de
sangre por su labor efectuada,
esfuerzo, sacrificio y dedicacion,
durante toda esta pandemia.
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el ano que

guedara en
nuestra
memoria

Es necesario resaltar también nuestro reconocimiento a la memoria de los profesionales
del diagndstico que hemos perdido en esta pandemia, que por su dedicacion entregaron
todo en la primera linea de combate. Gracias por sus conocimientos, experiencia,
profesionalismo, amor a la vida y amor por México, el aporte que han hecho a esta causa
serd algo que nunca olvidaremos.

Todo lo que hagamos de ahora en adelante y después de esta crisis debera centrarse en la
construcciéon de economias y sociedades mas equitativas, inclusivas y sostenibles y que sean
mas resistentes a las pandemias, al cambio climatico y a los muchos otros desafios mundiales
a los que nos enfrentamos.

Lo que el mundo necesita ahora es solidaridad y empatia, con ellos podremos derrotar al virus

y construir un mundo mejor.

Todo nuestro agradecimiento a las personas que se tomaron el tiempo para ser parte de este
reconocimiento, son una muestra de todos los profesionales de la salud, que estan alla afuera
dandolo todo para poder contener esta emergencia, de todo corazén, MUCHAS GRACIAS.
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biologia molecular.
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cumplimiento con los requisitos Unicos de disefio de
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La infeccion por SARS CoV2y el
Laboratorio: éQué me detectan
las pruebas de PCR vs las pruebas
de Anticuerpos de COVID?

Dr. Pedro A. Zarate Rodriguez, Jefe del Laboratorio Clinico
Hospital Central Sur de Alta Especialidad PEMEX. CDMX
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ANTECEDENTES

La infeccion por SARS CoV2 que inicid como epidemia el pasado
mes de Diciembre en Wuhan China y que actualmente persiste
como Pandemia mundial, causando hasta el dia de hoy 6 de
septiembre casi 27 millones de personas contagiadas y poco
menos de 900,000 muertes; ha permitido el desarrollo de
estrategias de diagndstico que como sucede con todas las
infecciones virales se han definido en dos lineas, la identificacion
de la presencia del virus causante de la enfermedad y la deteccion
de los anticuerpos como respuesta inmune al agente patégeno.

Como lo describen la OMS y OPS, “los coronavirus son un grupo
de virus ARN altamente diversos de la familia Coronaviridae que se
dividen en 4 géneros: alfa, beta, gamma y delta, y que causan
enfermedades de leves a graves en humanos y animales. Existen
coronavirus humanos endémicos como los alfacoronavirus 229E y
NLE3 y los betacoronavirus OC43 y HKUI que pueden causar
enfermedades de tipo influenza o neumonia en humanos. Dos
coronavirus zoondticos que causan enfermedades graves en
humanos han emergido: el coronavirus del Sindrome respiratorio
agudo grave (SARS-CoV) en 2002-2003 y el coronavirus del
Sindrome  respiratorio  de  Oriente  Medio (MERS-CoV).”
Posteriormente, en enero de 2020, el agente etiolégico
responsable de un grupo de casos de neumonia grave en Wuhan,
China, fue identificado como un nuevo betacoronavirus
(2019-nCoV), distinto del SARS-CoV y MERS-CoV. Respecto a la
secuencia gendmica completa de este nuevo agente estd
disponible y se han desarrollado diferentes protocolos de
detecciodn, aunque aun no se han validado por completo. En el
Instituto Pasteur de Paris fue secuenciado el virus que ha llegado
a nuestro continente y la secuenciacion de los casos posteriores
continua en proceso de realizacidon, siendo la primera
secuenciacion en nuestro pais, un esfuerzo de varias instituciones
a partir del virus identificado en 13 pacientes.

26 Febrero 2020
28 Enero 2020 Primer caso en
Primer caso América Latina

auténomo en
Europa (Alemania) 5 Marzo 2020
Describen puerta

31Enero 2020 de egg?sgécﬁawms

La OMS declara la
1Enero 2020 Emergencia
Cierre del Internacional
mercado de
Huanan

7 Enero 2020
Identificacion del
SARS CoV-2

14 Febrero 2020

8 Diciembre 2019 13 Enero 2020 en Africa
Primeros casos de Secuenciacion y (Egipto) brote como
Neumonia en primeros Test

® L O &

11 Febrero 2020
3 Enero 2020 27 Febrero 2020
Primer comunicado LaOMS Conceptuaiza Primer caso

16 Enero 2020 1 COVID-0 y Autéctono en Esparia
oficial de la OMS Primer cacs SARS Cov-3

en Japon

20 Enero 2020
Deémostracion de la 19 Febrero 2020

10 Enero 2020 transmision Identificada la
Secuenciacion del humana estructura del
SARS-CoV- 28 Febrero 2020

Primer caso en Africa
Subsahariana (Nigeria)

Imagen 1. Time line del inicio y evolucion del desarrollo de la infeccion por SARS
CoV2 en el mundo

Como ha sido sefalado por el Dr Claudio Galli, “../os clinicos y
laboratoristas han trabajado en el estudio de las infecciones
virales para identificar los patogenos y luego ayudar al
tratamiento de las enfermedades que estos virus han causado. El
uso de métodos de deteccion directa como la amplificacion del
acido nucleico viral, DNA o RNA, a través de la reaccion de la
cadena de la polimerasa o los inmunoensayos para deteccion de
los antigenos virales, generalmente garantiza la mayor
sensibilidad para la deteccion temprana de la infeccion viral. El
otro grupo son las pruebas para detectar anticuerpos humanos
contra el virus pero éstas siempre tendran retrasos debido al
tiempo necesario para que el cuerpo humano monte su respuesta
humoral completa’”.

Por esta situacion, ambas pruebas para la identificacion de una
infeccidon viral se deben complementar para definir mejor la
etapa clinica de la enfermedad.

Primer caso 11 Marzo 2020
La OMS declara el

pandemia global

PRUEBA DE RT-PCR EN TIEMPO REAL PARA LA
DETECCION DE SARS-CoV-2

Cuando se pronosticéd su llegada al continente americano, la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) definio
lineamientos para realizar el diagndstico molecular “..a través de la
deteccion por PCR en tiempo real y recomendd a sus Estados
Miembros garantizar su identificacion oportuna, el envio de las
muestras a laboratorios Nacionales y de referencia y la
implementacion de la deteccion molecular para 2019-nCoV/
mediante la realizacion de dos protocolos ya publicados y
desarrollados en dos diferentes instituciones”.

Uno de ellos fue el de los Centros para el Control de
Enfermedades de los Estados Unidos (CDC), disponible en el
siguiente enlace: httos,/iwww.fda.gov/media/134922/download

El segundo protocolo recomendado para América Latina fue el de la
Charité - Universitadtsmedizin Berlin, Hospital Charité de Berlin, el cual
fue desarrollado en conjunto con Erasmus MC de Holanda y Public
Health England, asi como la empresa alemana TibMol Biol. Fue Publica-
do el 17 de enero de 2020 vy se puede encontrar en el siguiente enlace:
https,/wwwwho.int/docs/default-source/coronaviruse/protocol-v2-1pdf

En nuestro pais, se realizaron desde principios del afo 2020,
esfuerzos enormes por parte del Instituto de Diagndstico vy
Referencia Epidemioldgicos (INDRE) y el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) junto con la red de
Laboratorios Estatales, para la validacion de la PCR en tiempo real
en México; con este protocolo fue con el que capacitaron y
validaron desde finales de febrero del presente afo, tanto a
Instituciones publicas como laboratorios privados.

Para la detecciéon de SARS-CoV-2 por la reaccion en cadena de
la polimerasa en tiempo real con transcriptasa reversa
(gRT-PCR o RT-PCR en tiempo real, por sus siglas en inglés),
adaptaron su integracion y estandarizacion, con el uso de
iniciadores 'y sondas para la deteccidon cualitativa vy
caracterizacion del virus a partir de muestras de las vias
respiratorias para discriminar la positividad entre SARS-CoV-2
y SARS-CoV; recomendando el desarrollo de la técnica
mediante el uso de una enzima especifica; los iniciadores y
sondas “E_Sarbeco” disefiados para la deteccion del gen de la
proteina de envoltura de los Sarbecovirus, como SARS-CoV y
SARS-CoV-2, los iniciadores “RARP_SARSr” para la deteccion
del gen de la RNA-polimerasa dependiente de RNA, con dos 2
sondas, una que tiene reactividad con SARS-CoV vy
SARS-CoV-2 (P1) y una con reactividad especifica para
SARS-CoV-2 (P2), completaron el protocolo operativo
estandarizado recomendado.

LA OPS establecid que la entidad regulatoria del Estado debe
proporcionar los controles positivos o negativos a los laboratorios
de su red supervisada, o en su defecto recomendar controles
comerciales evaluados y validados por ellos mismos.

El protocolo Charité-Berlin se basa en la deteccion de 3 marcadores
diferentes: genes N, E y RdRp. Los ensayos para los genes E y N se
entienden como protocolos de tamizaje para detectar cualquier
beta-coronavirus asociado a murciélagos (no detectan coronavirus
humanos comunes); el ensayo para RdRp es especifico para
coronavirus SARS vy tipo SARS (incluyendo el 2019-nCoV).

Respecto a la recomendaciéon de nuestra dependencia técnica, la
interpretacion de la prueba Molecular con el protocolo Charité,
debe ser la siguiente:

Tabla 1. “Tabla de interpretacion de resultados para SARS-CoV-2 por Biologia Molecular”

Interpretacién
GenE D\scr?rgﬁvra)torio RNasaP Resultado
+ + + Positivo a SARS-CoV-2
+ - + Probable Sarbecovirus
~ ~ N Negativo a Sarbecovirus y
SARS-CoV-2
- - - No Adecuado
- + + Repetir / Enviar al INDRE
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Imagen 2. “Curvas de amplificacion de los genes RdRp, Ey N de SARSCoV2, en
un termociclador BioRad CFX96, en un caso positivo. Se interpreta el CT (Cycle
Threshold) donde inicia la curva”

Ademas, de la recomendacion de la fase analitica de la prueba
molecular, el INDRE definié toda una estandarizacion, desde la
toma de la muestra (fase preanalitica) hasta el andlisis e
interpretacion de resultados, (fase postanalitica), incluyendo
recomendar procesos de extraccion de acidos nucleicos ya sea
manuales o automatizados (también fase preanalitica)

Los laboratorios de Biologia molecular validados por el INDRE a
nivel nacional, debemos realizar este protocolo completo, asi
como llevar a cabo el andlisis de las curvas de amplificacion de los
tres genes, interpretando el resultado de acuerdo a lo ya
enunciado.

Ademas de cumplir con las disposiciones de supervision y control,
asi como verificacion de resultados positivos enviando las
muestras que se requieran confirmar de acuerdo a lo establecido.

La prueba molecular, por tanto, nos indica la presencia del virus en
las vias respiratorias del paciente, por lo que correlacionando con
el paciente que lo presenta, establece y confirma el diagndstico
de deteccidn positiva del virus de SARS-CoV-2.

Actualmente, con base en las publicaciones previas y posteriores,
se ha ampliado la informacién de la prueba molecular, calculando el
numero de copias de los genes de los virus estudiados en protocolo
Charité Berlin, mediante la elaboracion de curvas estandarizadas,
estimando la carga viral a partir de las CT (grado de fluorescencia
en la que inicia la amplificacion del gen durante el proceso de la
prueba), mas especificamente del gen RARP y del gen E.

DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA SARS COV-2

Para la practica clinica es primordial considerar las pruebas
diagnosticas que se disponen, es importante saber en cual etapa de
la enfermedad se encuentra el paciente, la velocidad e intensidad
con la que se ha desarrollado una respuesta inmune y cuales tipos
de anticuerpos son los que se estan generando (I9G o IgM). En el
siguiente esquema se sefala lo anteriormente enunciado:

== ARN SARSCoV2

«— Periodo ventana —» «—Descanso—» «— Convalecencia —» === Anticuerpos IgM

= Anticuerpos I9G
Comienzo de la
recuperacion

Periodo
asintomético
|

]
I

I

I

I

I

I

| 19G permanece en
I sangre y

I proporciona
I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

| inmunidad
| Comienzo de, | '
1 los sintomas 1 I I
I
\ | | |
I I s i
omienza
| I | produccion ) IgM
' ' ! delgG 1\ desaparece )
o 3 7 14 21 28 35
Dias desde la infeccion
| | | |
RT-PCR + } RT-PCR + } RT-PCR + } RT-PCR + } RT-PCR -
IgM - | IgM ) IgM A IgM - | IgM -
-1 l9G + 19G + | 19G +

19G - | 19G

Periodo ventana  Fase temprana Fase activa Fase posterior Fase de recuperacion

Imagen 3. “Desarrollo de la respuesta inmune ante el SARS-CoV-2"

Respecto a este punto la deteccidon de anticuerpos, los métodos
gue examinan por separado IgM e IgG en suero pueden ayudar a
abordar mejor estas necesidades y facilitar la interpretacion
clinica a diferencia de los métodos que determinan los
anticuerpos totales. Correlacionando con los genes del virus
CoV2, los reactivos contra IgG identifican los anticuerpos en su
mayoria dirigidos contra el Gen N del SARS COV2, como el
reactivo de quimioluminiscencia marca Abbott, el primero en su
naturaleza, autorizado por COFEPRIS, la entidad regulatoria de
nuestro pais.

La determinacion por métodos inmunoldgicos como la ELISA y
otros métodos mas sensibles y especificos en equipos
automatizados y estandarizados como la, Quimioluminiscencia,
Electroguimioluminiscencia y otros, es mas recomendable que la
deteccion de los anticuerpos a través de las pruebas rdpidas,
porgue los reactivos que se emplean han sido validados de
acuerdo a lineamientos de instituciones internacionales como
CLSI, donde se establecid la imprecision (Coeficiente de
variacion) de cada lote de reactivo, utilizando materiales de
control de calidad de la misma naturaleza de la muestra bioldgica
donde se determinaran dichos anticuerpos (suero o plasma).

Con base en el siguiente cronograma de evolucion de la infeccion
y su deteccion de acuerdo al momento de evolucion del caso
sospechoso, la entidad regulatoria federal de nuestro pais ha
establecido la interpretacion siguiente de las pruebas de
deteccidn de anticuerpos IgG e IgM contra SARS CoV2.

COFEPRIS ha establecido como INTERPRETACION de la Prueba

Tabla 2. “Tabla de interpretacion de resultados para SARS-CoV-2 por métodos serolégicos”

Anticuerpo Interpretacion

IgM - / 1gG - No hay evidencia de infeccion por SARS-CoV2

IgM + / 1gG- Probable infeccién reciente aun sin anticuerpos protectores
IgM + / IgG+ Probable infeccién reciente con anticuerpos protectores en desarrollo
IgM - / IgG+ Probable infeccion pasada con anticuerpos protectores

Positiva para anticuerpos contra SARS CoV2 que:

1. La presencia de anticuerpos IgG sugiere que el sujeto ha sido
expuesto al virus y ha desarrollado una respuesta inmune,
tipicamente esto ocurre dos semanas después de la exposicion
y expresion clinica de la enfermedad. NO determina en forma
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categorica que ya no se tiene riesgo de contraer la enfermedad

2. La presencia de anticuerpos IgM indica que el sujeto ha sido
expuesto al virus y sugiere que el contacto ha ocurrido en las
dos semanas anteriores al dia de la toma de la muestra

3. La presencia de anticuerpos IgG e IgM en forma simultanea,
indica que la enfermedad estd pasando su forma o etapa
aguda. ™

ESTRATEGIA COMBINADA PARA EL
DIAGNOSTICO DE SARS COV2: PRUEBA PCR Y
DETECCION DE ANTICUERPOS

El significado clinico combinando los dos tipos de pruebas
(molecular por PCR y de serologia de anticuerpos) es el
esquematizado en la tabla anexa:

Con el tiempo transcurrido de esta pandemia, se han encontrado

Tabla 3. “Tabla de interpretacion de resultados para SARS-CoV-2 por métodos serolégicos”

PCR IgM 19G Diagnéstico (Significado clinico)
- - - Negativo
+ - - Fase inicial o precoz de la infeccion
+ + - Fase aguda o temprana de la infeccion
+ + + Fase activa de la infeccion
+ - + Fase avanzada o final de la infeccion

Fase de resolucién de la infeccion (infeccidn pasada)

Fase temprana con falso negativo de PCR

Enfermedad en evolucién. PCR de confirmacion

muchos comportamientos heterogéneos en cuanto a la
magnitud de la respuesta inmune de produccién de anticuerpos
I9G especificos contra SARS-CoV2, observando que los niveles
de anticuerpos de acuerdo al tipo de paciente, tipo y severidad
de la infeccidn cursada, tienen distintos titulos y la duracién en
el tiempo de los mismos, es muy variable. Concluyéndose que
no es posible asegurar que la produccién de anticuerpos IgG es
permanente.

Debido a la amplia difusion de las pruebas seroldgicas para
escenarios como el retorno a la vida laboral o escolar, asi como
para el estudio en pacientes convalecientes de la infeccién
pulmonar con la finalidad de obtener su plasma (protocolos de
plasma convaleciente) para transfundir a pacientes con
infeccion aguda y coadyuvar en su recuperacién, han tomado
relevancia enorme por lo que se deberd ir acumulando
experiencia para poder utilizarlas en los escenarios clinicos
preventivos y asistenciales donde se requiera conocer el estado
de las personas en relacion a su entorno.

PRUEBAS RAPIDAS PARA DETECCION DE
ANTICUERPOS SARS COV2

Estan disponibles en forma de dispositivos individuales para
realizar en sangre o suero obtenido por centrifugacion, basados
en el método de inmunocromatografia lateral. Son los
denominados kits rapidos. Tienen la ventaja de la rapidez y
facilidad tanto de obtencion de muestra como de uso. No
requieren personal especializado, ni para la extraccion ni para la
realizaciéon. Determinan IgG, IgM o ambos.

Podrian ser utilizados en servicios de atencidn primaria,
tamizaje o en areas de urgencias hospitalarias. Hay diferentes
tipos de kits rapidos, segun detecten IgG e IgM conjunta o
separadamente y la sensibilidad y especificidad varian segun la
casa comercial. No existen estudios comparativos entre los
diferentes reactivos comerciales.

La sensibilidad y especificidad es baja por lo que no son
recomendables realizar como estudio de diagndstico de
Infeccién por SARS-CoV2.

4 N 4
IgM
19G
Control
A J A
Positivos Negativo

Imagen 4. “Posibles resultados obtenidos a partir de pruebas rapidas”

Esquema para interpretacion de anticuerpos IgM e IgG contra SARS CoV2 en
dispositivos tipo prueba rapida basado en Inmunocromatografia lateral.

CONCLUSIONES

Podemos concluir que las pruebas de laboratorio para SARS CoV2,
moleculares y seroldgicas para identificar anticuerpos, se
complementan para coadyuvar a que el médico no solo establezca
el diagndstico de la infeccidn viral, sino la etapa clinica que cursa
cada paciente.

Sea una persona asintomatica o un caso sospechoso, el
significado clinico dependera de la adecuada valoracion de
médicos con experiencia, sin olvidar que la definicion operativa de
caso sospechoso debe cumplirse para dar valor a las pruebas,
tanto la molecular PCR en tiempo real como las determinaciones
de los anticuerpos.

Tomando en cuenta la historia natural de la infeccién, el dato clinico
mas relevante para interpretar las pruebas son los dias de evolucion

de los sintomas, por lo que el interrogatorio debe ser muy preciso al
respecto; los médicos deben contar también con la experiencia
para interpretar otros estudios coadyuvantes como son la oximetria
y los estudios de imagen desde la Radiografia simple de térax o la
Tomografia pulmonar, para integrar su diagndstico.

No debemos olvidar como profesionales de laboratorio, que las
condiciones preanaliticas son muy importantes en la toma de la
muestra, como en toda prueba o estudio de laboratorio. En etapa
preanalitica debe estandarizarse la toma de hisopado nasofaringeo,
asi como el hisopo y el medio de transporte viral deben ser los
recomendados por los estandares nacionales y mundiales. Los
controles de calidad en todas las etapas de los procesos de
extraccion y de realizacion de PCR, asi como la unificacion en el
analisis e interpretacion por profesionales en biologia molecular
que hayan adquirido la experiencia derivada de esta pandemia.
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Uso de Plasma Convaleciente
como opcion Terapéutica
para COVID-19

Dra. Dalila Alvarado Navarro, QCBEH. Rosario Salazar Riojas, Dr. David Goémez-Almaguer
Departamento de Hematologia del Hospital Universitario, NL Monterrey



A finales del afio 2019 se observaron brotes de neumonia de origen
desconocido, posteriormente dicha identidad se le nombrd
enfermedad por coronavirus (COVID-19) ya que el patdégeno
identificado se denomind coronavirus 2 del sindrome respiratorio
agudo severo (SARS-CoV-2). Este agente ha demostrado ser un
problema de salud publica mundial al ser potencialmente mortal,
por lo que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declard la
COVID-19 como una pandemia.’

Los coronavirus (CoVs) pertenecen a la  subfamilia
Orthocoronavirinae de la familia de Coronaviriclae. El genoma de
COVID-19 es un RNA de sentido positivo monocatenario, en el
analisis de secuencia muestra una estructura gendmica tipica de
coronavirus que pertenece al grupo de B-coronavirus, dentro de los
que estan incluidos sindrome respiratorio agudo (SARS-CoV) y
sindrome respiratorio del medio oriente (MERS-Cov).2

Existen similitudes en los brotes por SARS, MERS y SARS-CoV-2; ya
que fueron transmitidos zoonoticamente de un nuevo coronavirus,
comunmente presentan fiebre y tos, por lo que estan asociados a
resultados clinicos letales en edad avanzada y comorbilidades.®

Durante el mes de agosto del presente afo, la OMS registrd mas de
1.8 millones de casos nuevos de COVID-19 y 39 000 defunciones.
Para agosto del 2020 en México el reporte de casos acumulados es
de 511 369 con 55 908 defunciones.*

El diagndstico de COVID-19 requiere la deteccion de RNA viral de
SARS-CoV-2 por reaccion en cadena de polimerasa de transcripcion
inversa (RT-PCR) a partir de hisopado nasofaringeo. La eliminacion
del RNA viral, medida indirectamente por los valores de umbral del
ciclo RT-PCR, es mayor en el momento del inicio de los sintomas y
disminuye en el transcurso de varios dias a semanas. °

Actualmente se han propuesto diversas opciones terapéuticas
como: cloroquina, que es una 9-aminoquinolina que ademas de su
efecto antipaludico interfiere con la enzima convertidora de
angiotensina? (ACE2), siendo uno de los sitios de union a la
superficie celular para la proteina S del SARS-CoV-2; uso de
esteroides  (metilprednisolona/dexametasona); antivirales de
amplio espectro como: andlogos de nucledsidos (lopinavir/
ritonavir), inhibidores de la neuraminidasa (remdesivir, péptido EK],
arbidol), innhibidores de la sintesis de RNA (TDF, 3TC). Sin
embargo, la eficacia y seguridad de estas drogas aun se
desconoce?® Por otro lado, se ha evaluado la efectividad de
diferentes vacunas vectorizadas de adenovirus que codifica para la
proteina S.6 Sin embargo, hasta la fecha no estan disponibles para
uso poblacional masivo.

El uso de plasma convaleciente ha sido aprobado por la FDA sélo
para aplicaciones de emergencia en pacientes criticamente
enfermos por COVID-19, ya que no existe un tratamiento especifico.”
Es un tratamiento en investigacion que se estd explorando para
COVID-19 el cual consiste en la administracion pasiva de
anticuerpos. Asumiendo que el plasma de pacientes recuperados
de infeccion por COVID-19 contiene anticuerpos contra
SARS-CoV-2, el cual pudiera ser efectivo contra la infeccion, por
medio de neutralizacion viral, y otros mecanismos que pueden ser
posibles como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.®

Actualmente se estd empleando la transfusidn de plasma
convaleciente de COVID-19 para pacientes criticamente enfermos.
En diversos estudios se ha puesto en evidencia: mejoria clinica,
disminucién en la estancia en la unidad de cuidados intensivos
(UCD), tiempo de alta hospitalaria, disminucion en la carga viral
entre otros.? Hasta la fecha los eventos adversos reportados en
pacientes que recibieron plasma convaleciente son: fiebre y shock
anafildctico severo (unidad procedente de donante con
antecedentes de embarazo)®, ademas prevalecen los riesgos
conocidos para la transfusion de cualquier unidad de plasma:
reaccion febril, reaccion alérgica, lesion pulmonar aguda,
sobrecarga circulatoria, transmision de agentes infecciosos, entre
otros. Se desconocen los riesgos potenciales adicionales de la
transfusion de plasma convaleciente de SARS-CoV-2, sin embargo;
es posible que podria desencadenar una respuesta inflamatoria.®

El plasma convaleciente debe de obtenerse del paciente
recuperado con un resultado de la prueba de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) negativo para
COVID-19, que se encuentre asintomatico durante 14 dias después
de su recuperacion y con presencia de anticuerpos anti
SARS-CoV-2, ademas de los criterios de seleccion del donador que
se encuentran establecidos en la NORMA Oficial Mexicana
NOM-253-SSAT1-2012, Para la disposicion de sangre humana y sus
componentes sanguineos con fines terapéuticos." Adicionalmente
se recomienda que los donantes no cuenten con antecedentes de
alo inmunizacion y de ser asi se requiere la ausencia de anticuerpos
anti-HLA. Otro aspecto a tomar en cuenta para garantizar la
seguridad transfusional es la inactivacion de patdgenos, sin
embargo; no se encuentra disponible en todos los centros.” La
opcion ideal para la colecta de plasma es por medio de aféresis,
debido a: mayores volumenes colectados en una sola sesién, la
posibilidad de donaciones mas frecuentes y la ausencia de impacto
en la hemoglobina del donante debido a la re infusion de
eritrocitos.? Las condiciones de almacenamiento, transporte y
manejo son las establecidas para el manejo de productos de
plasma." Considerando que es un protocolo de uso experimental, la
temperatura de almacenamiento y vigencia del plasma
convaleciente es -25°C o inferior durante un afio. Es necesario que
cada uno de los centros hospitalarios establezca criterios para la
liberacion de componentes sanguineos para uso experimental, asi
como la dosis a transfundir’”

Hasta la fecha existen mas de 47 estudios en curso que evaltan la
utilidad del plasma convaleciente para SARS-CoV-2.° Actualmente
el departamento de Infectologia en colaboracion con el servicio de
Hematologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez” estan llevando a cabo un ensayo clinico, controlado,
aleatorizado, doble ciego, fase Il en el que se evalla la eficacia y
seguridad de plasma convaleciente en sujetos con neumonia por
SARS-CoV-2.
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El dia mundial del donante se celebra anualmente el 14 de junio, el
objetivo de este evento es agradecer a los donantes voluntarios no
remunerados por un regalo que permite salvar vidas y a la vez para
concientizar a toda la poblacion del gran impacto que genera esta
gran labor altruista y la necesidad de disponer sangre segura para
los tratamientos e intervenciones urgentes, asi como tratar a
heridos durante las emergencias de todo tipo, permitiendo
aumentar la esperanza y calidad de vida de los pacientes. El acceso
a la sangre segura sigue siendo un privilegio de unos pocos y la
Unica forma de asegurar este suministro es mediante donaciones
regulares no remuneradas. en esta ocasion la celebracion tuvo un
tono atipico de acuerdo a lo que estdbamos acostumbrados en
afnos anteriores debido a la pandemia que nos agueja a toda la
poblacién mundial.

Aunque hubo actividad en los bancos de sangre la intencion del dia
mundial del donador sigue siendo mas importante que nunca, este
ano la Organizacion Mundial de la salud OMS organizd una
campafna mundial virtual, el titulo fue “La Sangre Segura Salva
Vidas” y el lema “Dona Sangre para que el Mundo sea un lugar mas
Saludable”. Paraguay fue la sede de esta celebracién y el Dr. Luis
Roberto Escoto, representante de la OPS/OMS en dicho pais, hizo
un llamado a la accién, para que los gobiernos vy las autoridades de
salud de todo el mundo puedan proporcionar los recursos
adecuados, asimismo expresd que no debemos permitir que la
actual pandemia afecte las donaciones voluntarias vy las reservas de
sangre. Por su parte la Dra Elsi Vargas, Directora del centro
Paraguayo de Servicio de Sangre, exhorto a la poblacion a donar
con la frase "Si va a salir de su casa, que sea para salvar una vida,
donando sangre. asi mismo la directora de la OPS, Carissa F.
Etienne, dio un mensaje diciendo: “la sangre mas segura proviene
de la donacién voluntaria no remunerada de personas como usted
y yo. La donacién es un acto de solidaridad y altruismo, que el
mundo necesita ahora mas que nunca en el contexto de la
pandemia de COVID-19".

En nuestro pais el Dr. Jorge Enrique Trejo GOmora director general
del CNTS, afirmd que desde el inicio de la emergencia sanitaria por
el COVID-19, el flujo de donantes en los bancos de sangre de México
ha disminuido del 63 al 85 por ciento para los meses de abril a junio
del 2020, comparado con los mismos meses del 2019, cuando se
registraban 140 mil donantes efectivos en promedio por mes, por lo
que las autoridades sanitarias iniciaron una campafa para
promover esta practica y de esta manera poder salvar las vidas de
los pacientes que sufren afecciones distintas al coronavirus. La
participacion de los laboratorios y bancos de sangre de todos los
centros del pais trabajaron en conjunto para ayudar a orientar y
apoyar en esta gran labor altruista, por otro lado asegurd que a
pesar de que las condiciones han sido severas y las tasas de
donaciéon voluntaria han bajado significativamente, se ha
garantizado la respuesta a las demandas de transfusion sanguinea,
lo cual ha permitido hasta el momento el acceso a transfusion en
todos los hospitales del pais.

Una de las principales tareas de los bancos ha sido reforzar sus
medidas de sanidad y protocolos de atencion, capacitando a sus
colaboradores en el uso y manejo del equipo de proteccion
personal, desinfectando constantemente sus instalaciones para
atender a un maximo de 6 donadores al mismo tiempo atendidos
mediante un sistema de citas, etc. Ademas de los protocolos de
atencidn, se implementaron mas medidas de escrutinio como: No
haber estado enfermo de vias respiratorias en los Ultimos 15 dias y no

haber convivido con alguien enfermo de vias respiratorias o COVID 19.

El gran reto de los centros de colecta es asegurar la seguridad para
los donadores y concientizar a la poblacién de la gran necesidad
que se tiene de recolectar sangre para poder abastecer a quien mas
lo necesite.
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Back to the future
¢Como regresar a la nueva normalidad?

La hora de regresar a nuestras labores cotidianas “parece” cada vez
mMas cercana, aungue NO necesariamente porgue ya sea seguro y
saludable hacerlo. Para algunos llegd desde el momento en que el
semaforo epidemioldgico cambid de Rojo a Naranja, para otros llegard
cuando finalmente el color sea verde y para muchos mas,
independientemente del color, de las recomendaciones o de las
estadisticas, la necesidad ya los ha obligado, o tarde que temprano lo
hard, a salir de sus casas y adaptarse a la “nueva normalidad”.

Independientemente del dambito en el que lo queramos analizar:
laboral, educativo, gubernamental o social, la pandemia trajo consigo
elementos que no se irdn faciimente y que debemos aprender a
manejar para no quedarnos estancados en el “asi siempre lo hemos
hecho” y que podamos aceptar los aprendizajes que la pandemia nos
trajo para evolucionar hacia un “me cuido yo, para cuidarte a ti”.

El primer gran cambio que llegd para quedarse es la Sana Distancia,
con el apellido que queramos ponerle: Cubrebocas, gel antibacterial,
desinfectante, 1.5 metros de distancia, etc. Si queremos -convivir-
sanamente con la gente que nos rodea en nuestros trabajos, en las
escuelas y en nuestros lugares de entretenimiento, deberemos asimilar
y aceptar que las normas sociales y codigos de conducta han
cambiado, no usar un cubrebocas sera simbolo de arrogancia,
desinterés y falta de cortesia, la higiene personal, del hogar y de
nuestras oficinas se convertirdn en un estandar basico cémo en su
momento lo fue el servicio al cliente o la calidad.

En el gobierno, en la academia y en lo laboral todos pensabamos
que domindbamos el trabajo y el aprendizaje a distancia, ya habia
muchos cursos desarrollados, ya existian muchas plataformas y sin
embargo el sufrir un cambio revolucionario o radical - usando
conceptos del cambio organizacional - nos dimos cuenta qué tan
lejos nos encontrdbamos de estar listos para el trabajo y la
ensefanza a distancia. Como en todo, el trabajo en equipo, la
resiliencia y la adaptacion al cambio les permitieron a algunas
organizaciones rdpidamente acondicionar sus procesos y servicios
para continuar siendo vigentes.

La nueva normalidad traera sin lugar a duda nuevas exigencias
industriales para casi todos los sectores. La industria del
entretenimiento presencial tendrd que reinventarse, el transporte se
verd obligado a reevaluar costos, espacios y esquemas de negocio,
los negocios de hospitalidad, alimentos y servicios deberan adaptar
nuevas politicas si desean brindar a sus clientes lo que antes era un
valor agregado y ahora se ha vuelto una obligacién sanitaria. Y
todas las industrias en general deberdn crear nuevos protocolos
laborales para el desemperfio y seguridad de sus colaboradores
dentro y fuera de sus instalaciones.

Por ultimo, y para mi uno de los cambios mas importantes que nos
regald esta pandemia, todos como sociedad viviremos un proceso de
replanteamiento de qué es lo importante, lo necesario y aquello a lo
gue queremos invertirle nuestro tiempo y nuestros recursos. La

cuarentena nos acerco a la familia que teniamos archivada en casa, nos
sacudio el concepto de productividad organizacional quitdndonos
paradigmas de que el trabajo desde casa no es efectivo vy, por ultimo,
al cambiar nuestras rutinas y monotonias nos hizo reflexionar si el
camino personal que habiamos decidido tomar era en verdad agquél
gue nos brinda satisfaccion y felicidad.

Si el Delorean del Doc y Marty McFly hubiese viajado 5 afios mas en el
futuro y no se hubiera quedado en el 21 de octubre de 2015,
seguramente se habrian sorprendido mucho de ver una sociedad
completamente distanciada, con placas de acrilico en cada caseta,
carro, o ventanilla de interaccion entre personas. Sin embargo, Doc, en
su comica, pero brillante forma de ver la vida, seguramente habria
entendido que esta es la nueva forma para conservar nuestro equilibrio,
que tal vez “a la mala” la naturaleza nos estd dando una leccion, y que
ni él ni Marty deben tocar nada para que las cosas sigan su rumbo.

Estoy seguro de que muchas de las personas que estan leyendo este
articulo en este momento, han sido afectadas de alguna forma u otra
por la pandemia. Desde “sustos” incontables por creer que teniamos el
virus, problemas econdmicos familiares, estrés, ansiedad o depresion,
hasta el hecho mas lamentable de haber perdido algun ser querido.

En mi opinidn, ninguna de estas situaciones debe “malvenderse”
como una oportunidad usando una visidon optimista fuera de la
realidad; para mi, la pandemia es y ha sido un hecho triste, doloroso
y dificil. Sin embargo, hay algo que si me da tranquilidad y no va de
querer ver el vaso medio lleno, mas bien va de valores, de resiliencia,
de esperanza y de fe.

Conozco los valores que tenemos como mexicanos y sé que somos
perseverantes y solidarios cuando asi nos lo proponemos, tengo
esperanza y fe de que pronto se encontrard una vacuna que nos
permita salir con mas confianza a la calle y fortalecer nuestros centros
de salud para atender a los pacientes en necesidad. Y, por ultimo, soy
un ferviente creyente de que la resiliencia, esta capacidad de levantarse
mas fuerte de la adversidad, se puede trabajar dentro de cada uno de
nosotros y usarla como herramienta para salir adelante.

En Dharma nos dedicamos a elevar la productividad y satisfaccion de
los colaboradores en las organizaciones. Hoy mds que nunca, los
cambios y la capacidad para adaptarnos a ellos juegan un rol
fundamental para el éxito de un negocio. éEstan preparados en tu
organizacién y tu familia para la nueva normalidad?
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LIMOGEN -

Laboratorio de Innovacion Molecular y Genetlca

Perfil genético para el diagndstico de Hemofilias

Emplea la metodologia en Biologia Molecular que permite
diagnosticar las hemofilias tipo Ay tipo B, asi mismo
complementa el diagndstico de las pruebas de escrutinio de la
hemostasia: TP, TTPa, Fibrindgeno, FVIII, FIX y FVYW.

Hemofilia A:

® Secuenciacion completa por el método de Sanger
para el gen F8.

® Permite la deteccidon de la inversién en el intrén 22 por el
método de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR).

® Determinacion de portadoras de mutaciones especificas de
sentido erréneo en el gen F8

Hemofilia B:

@ Incluye la secuenciacion completa Sanger del gen FO.
Tiempo de Entrega: 35 dias

ﬁ Tipo de Muestra: Sangre con EDTA

Contamos con profesionales que te llevaran de la mano
para el mejor diagndstico genético

Para mas informacién sobre esta prueba

limogen.com.mx
O (s5) 53620299

ﬁ : limogen

M Tecnologia: 1. Secuenciacion completa Sanger
2. Analisis MLPA

Una empresa de
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Factores de Coagulacidny
Genética de la Hemostasia




Las deficiencias de los factores de la coagulacion son un grupo de
enfermedades genéticas que se caracterizan por la predisposicion del
individuo a suftir sangrados leves (hemorragias gingivales y nasales,
sangrados menstruales excesivos, hematomas) o hemorragias
mayores (como accidente vascular encefdlico hemorragico o
hemorragia de dificil control tras una cirugia). Estas manifestaciones
clinicas conducen a un deterioro significativo de la calidad de vida del
individuo afectado, lo que puede requerir la necesidad de ingresos
hospitalarios recurrentes o incluso resultar en muerte. El diagndstico
precoz y asertivo es fundamental para el control de estas
enfermedades, y la investigacion genética ocupa un espacio de
creciente protagonismo en la practica diaria en clinicas y hospitales.

La hemofilia es la deficiencia de factor de coagulacion mas
conocida popularmente, ya que su existencia fue cldsicamente
conocida por la Reina Victoria | de Inglaterra, portadora de una
mutacion genética que se ha transmitido a muchos de sus
descendientes. Quizas por ello, la hemofilia es hoy en dia una de las
enfermedades genéticas mas estudiadas a nivel mundial, dando
lugar a una serie de aplicaciones clinicas accesibles a médicos y
pacientes afectados. Existe la hemofilia A, que es causada por
variantes genéticas en el gen F8 y la hemofilia B en el gen F9,
produciendo una reduccion en los niveles de factores VIl y IX de
coagulacion sanguinea, respectivamente. Es una enfermedad con
un patrén de herencia ligado al cromosoma X, afectando de forma
mas severa a los varones.

De acuerdo con la ultima directriz de la World Federation of
Hemophilia de 2020, la investigacion genética debe ofrecerse a
todos los pacientes con esta sospecha diagndstica. La aplicacion
de la genética tiene un papel fundamental en el cribado familiar y la
identificacion precoz de los familiares en riesgo, incluida la
deteccion de mujeres portadoras asintomaticas. El consejo
genético es fundamental para estos pacientes, con posibilidades de
orientacion sobre el diagndstico prenatal y preimplantacional. Otra
aplicacion de la genética en hemofilia es permitir la confirmacion
diagndstica en casos de incertidumbre, incluido el diagndstico
diferencial con otras causas que conduzcan a una reduccion de los
factores VIII o IX en sangre. Las pruebas genéticas también han
permitido identificar mutaciones mas asociadas con el desarrollo
de inhibidores, una complicacién grave durante el tratamiento de la
hemofilia. Ademas, actualmente el uso de la terapia génica es una
realidad en varios centros de referencia en paises desarrollados, sin
embargo, serd todavia necesario evaluar el seguimiento de estos
pacientes a través de ensayos clinicos y registros.

Los diferentes tipos de mutacion genética se han relacionado con la
gravedad de la hemofilia. Los estudios de correlacion
genotipo-fenotipo han mostrado una alta prevalencia de deleciones,
duplicaciones y otros reordenamientos estructurales entre las
mutaciones que causan esta enfermedad, siendo que estas se
asocian con déficits mas severos del factor de coagulacion. De
hecho, una sola mutacién, la inversion del intrén 22, es responsable
del 45% de los casos de hemofilia A y se recomienda la investigacion
de esta mutacion especifica como primera solicitud en pacientes
varones con formas graves de hemofilia A (F8). Esta prueba se
realiza mediante el método PCR, de forma rapida y econdmica.

En otros casos de hemofilia A y en pacientes con sospecha de
hemofilia B, la primera prueba solicitada es la secuenciacion
completa de los respectivos genes asociados. El crecimiento de la
secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing,
por sus siglas en inglés NGS) en los Ultimos afos, ha permitido
avances significativos en este andlisis. Dada la relevancia de las
deleciones/duplicaciones en estos genes, la secuenciacion
mediante NGS es importante porque permite el andlisis de
variaciones en el nimero de copias (Copy Number Variations, por

sus siglas en inglés CNV) y descarta la necesidad de que el médico
solicite pruebas genéticas por otros métodos, lo que haria la
investigacion mas larga y costosa. En nuestro laboratorio también
realizamos la secuenciacion completa de todos los intrones del gen
F8, permitiendo la deteccion de variantes intronicas profundas,
mecanismo patoldgico ya descrito en este gen. Las pruebas
genéticas identifican una variante causal en mas del 97% de los
pacientes con hemofilia cuando se siguen estas directrices. En
pacientes con pruebas genéticas negativas, se recomienda aplicar
un panel genético de NGS hemofilia-like para analizar genes
asociados con otras enfermedades que pueden mimetizar la
hemofilia: como la enfermedad de von Willebrand tipo 2N (gen
VWE), la deficiencia combinada de factor V y VIl (genes LMAN1y
MCFD2), entre otros.

Por tanto, el laboratorio debe proporcionar al médico y a los pacientes
un catdlogo completo para la investigacion genética de la hemofilia,
con pruebas gue incluyan la secuenciacion completa por NGS de los
genes asociados, analisis de CNV, opciones de paneles para
diagndstico diferencial y otras pruebas genéticas por PCR o MLPA.

Otras deficiencias de factores de coagulacion

Las variantes genéticas que afectan a otros genes que codifican
factores de coagulacion pueden causar otras enfermedades con
sintomas similares a la hemofilia. El diagndstico de las deficiencias
de los factores de coagulacion se realiza mediante la analitica de un
factor especifico; no obstante, las pruebas genéticas han mostrado

relevancia en el manejo hemostatico de estos pacientes y familiares.

Se destaca la enfermedad de von Willebrand, que es una patologia
relativamente frecuente, con una prevalencia de 1/100 en la
poblacion general. El diagndstico no se establece en muchos casos
debido principalmente a la presencia de sangrados menores que no
afectan significativamente la calidad de vida de los pacientes. Sin
embargo, la expresion de la enfermedad tiende a empeorar con el
avance de la edad, presentando los ancianos mayor propension a
complicaciones hemorragicas. El estudio genético contribuye a la
confirmacion del subtipo de enfermedad de von Willebrand, lo que
tiene consecuencias para el manejo clinico y también para el consejo
genético de las familias, ya que se describen casos tanto con patron
de herencia autosémico dominante como con patrén recesivo.

Otras deficiencias de factores de coagulacién son mas raras, como
las deficiencias de factores V, VII, VIII, X, XI, XIl, entre otras. Aunque
raras, estas enfermedades constituyen un grupo de importante
relevancia clinica, siendo la deficiencia de factor Xl, por ejemplo, la
segunda causa mds comun de sangrado menstrual anormal en
mujeres. La dificultad del diagndstico en estos casos esta
relacionada con la escasa disponibilidad de laboratorios
hematoldgicos especializados en abordar estos factores. En este
contexto, el uso de paneles genéticos NGS ha sido aputando en la
literatura como una poderosa herramienta para el diagndstico de
estas enfermedades raras, ya que permite la investigacion de
multiples etiologias raras en una Unica prueba diagnodstica. Nuestro
panel NGS para estas enfermedades analiza 25 genes que
codifican los factores de la coagulacién. La aplicacion de la
genética en estas enfermedades raras es similar a la hemofilia y la
enfermedad de von Willebrand: confirmacion etioldgica,
diagnostico diferencial, screening familiar y consejo genético.
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Desde hace varios afios en México, contamos con una buena
disponibilidad en los Programas de Evaluacién Externa de la
Calidad (Por sus siglas en inglés External quality assessment, EQA)
para varias areas de laboratorio y banco de sangre, sin embargo
llegar a estos programas en el drea de Inmunohematologia nos
tomod un poco mas de tiempo.

Recordemos que cuando por fin empezamos a tener en México los
programas que nos permiten evaluar el desempefio en esta
especialidad, los primeros que estuvieron disponibles eran extranje-
ros y la logistica de traerlos a nuestros laboratorios se volvia cadtica,
ya que ademas de costosos, los tiempos para realizar las pruebas
nos rebasaban y en algunas ocasiones no logrdbamos realizar el
reporte.

Otra situacion que se presentaba, era que debido al largo tiempo
de tener la muestra en nuestros laboratorios desde que se enviaba
de su pais de origen al nuestro, en muchos casos la muestra se
hemolizaba y los resultados emitidos no eran satisfactorios o en
algunas ocasiones ni siquiera podian salir de aduana.

Afortunadamente, hoy en dia existen proveedores de ensayos de
aptitud que ofrecen EQA’s en Inmunohematologia y que ademas
estan acreditados con una ISO 17043 que nos garantiza la logistica
del ITEM de ensayo asi como la emisiéon de los resultados.

Ahora, el reto que tenemos es cémo implementar un EQA en
Inmunohematologia, dar seguimiento a este y aplicar acciones
correctivas que nos conduzcan a la mejora continua de nuestros
procesos y garanticen la veracidad de los resultados emitidos a
nuestros pacientes. Algunas recomendaciones que podemos
sugerir para llegar a un resultado esperado son las siguientes.

éComo elegir un Proveedor de Ensayos de Aptitud?

Actualmente existen diversos proveedores de ensayos de aptitud
que ofrecen EQA’s en Inmunohematologia y es muy importante
que sepamos las caracteristicas, condiciones y acreditaciones con
las que deben contar para ser un proveedor adecuado. Los siguien-
tes puntos nos ayudaran a tener bases para elegir al proveedor de
ensayos de aptitud que sea mas conveniente para el banco de
sangre y/o laboratorio:

NUMERO
| DE PARTICIPANTES |

) )
) ),

B B OPCIONES PARA
Y J &

INFORMES

MUESTRAS

MENU

A. Que tenga una acreditacion de reconocimiento internacional ISO
17043:2010. El participante podra exigir al proveedor que le sea
entregada la evidencia con el certificado que valide esto ya que
todo proveedor estd obligado a entregar el documento vigente.

B. Que garantice la conmutabilidad de la muestra. El ITEM del
ensayo debe ser lo mds parecido a la muestra de un paciente,
pero ademas debe garantizar toda la logistica de entrega con las
condiciones de cadena fria que sean requeridas segun las
especificaciones del fabricante.

C.Que otorgue un buen servicio de atencién al cliente. Los aseso-
res deben tener las competencias que aporten valor a las
solicitudes recibidas.

D. Expertiz. En mayor medida, la experiencia de un proveedor de
ensayos de aptitud se obtiene con el paso del tiempo, ya que va
creciendo y madurando con base en las necesidades de los
participantes y las normativas que lo exijan.

¢Qué elementos debe tener un buen EQA?

Los elementos indispensables que hacen que un EQA aporte valor
y ayude a la mejora continua de los procesos del laboratorio de
Inmunohematologia son:

A. El nimero de participantes debe ser suficiente para alcanzar una
estadistica significativa.

B. El informe de resultados debe ser emitido de manera rapida para
aplicar acciones inmediatas necesarias.

C. Opciones flexibles que permitan que los Bancos de Sangre de
diferentes tamanos puedan participar.

D. Muestras que representen un reto al Banco de Sangre.
E. Cubrir la mayor parte de las pruebas en Inmunohematologia.

F. Informes robustos e histéricos, por grupo par, metodologia y
periodos de tiempo.

G. Que incluya una discusion de resultados del caso clinico.

H. Revision bibliografica del caso clinico. En Inmunohematologia es
indispensable conocer tedricamente el comportamiento de los
anticuerpos implicados en algun caso clinico, esto ayudara a su
répida identificacion y asi elegir la mejor opcién de transfusion.

I. Los resultados del EQA deben evaluar el desempefio de las
fases pre-analiticas y post-analiticas de los ensayos y no sdlo
de la fase analitica.

INFORMES

y

COMPARACION

REVISIONES

/ 4 B E

A N \ EVALUACION

c
O
o
Y
c
o
[ ]
©
c
10
O
kS
i
Z
O
)
3
L
2
@
£




1N
N

[ ]
Instituto LICON > Ediicion 61 « iInfocon

éComo puedo aprovechar los resultados de mi EQA
para mejorar el desempeiio en Inmunohematologia?

El informe de resultados emitido por el EQA, debe ser robusto e
histdrico: Por grupo par, metodologia y periodos de tiempo. Esto nos
permitird detectar la causa raiz de alguna desviacion presentada y
aplicar las medidas necesarias. Es recomendable que exista un respon-
sable de calidad que haga el andlisis y seguimiento de los informes para
la toma de decisiones, esto puede implicar desde una accion sencilla
hasta decisiones fuertes como cambio de equipos o metodologias que
no estén cumpliendo la sensibilidad y especificidad requerida, es por
ello que un correcto andlisis de los resultados puede ayudar a:

a. Detectar como es el comportamiento de mi laboratorio de
Inmunohematologia en comparacion con los demas. Identificar
cudl es la prueba donde se presenta el mayor porcentaje de
resultados no satisfactorios, esto me permitird detectar si debo
hacer un ajuste en mi laboratorio o si puede ser algun asunto de
metodologia segun el comportamiento del grupo par, por
ejemplo; en la figura 1.0 se muestran los resultados de un ciclo de
un EQA en Inmunohematologia y observamos que:

« El 20.3% de todos los patticipantes reportaron mal la prueba de
fenotipo Rh; esta prueba implica que los profesionales de la salud en
esta drea deben tener una capacitacion y conocimiento para poder
interpretar las diferentes nomenclaturas y la posible complicacion de
transfundir o no un CE de igual fenotipo Rh.

Otro punto importante es que al observar los resultados del RAl e

Al detectamos que el 100% de los participantes reportaron la
prueba de RAI de manera exitosa pero no asi la prueba de IAl, ya
que el 7% de los participantes no obtuvieron resultados
satisfactorios; lo anterior nos indica que en nuestros bancos de
sangre detectamos que el suero problema presenta anticuerpos
irregulares pero existe dificultad para identificar su especificidad;
sabemos que no es suficiente reportar que un paciente
desarrolld anticuerpos irregulares, si no que la especificidad del
mismo es vital para la transfusion eritrocitaria. Por otro lado,
pareciera que solo el 1.7% de los participantes reportaron otro
grupo sanguineo ABO y que es un porcentaje bajo; sin embargo,
si pensamos en ese porcentaje tomando en cuenta la cantidad
aproximada de bancos de sangre que hay en México (500),
estariamos hablando que al menos 8 de ellos podrian estar
reportando un grupo sanguineo erréneo y como bien sabemos,
un error por Sistema ABO puede tener consecuencias fatales.
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Fig 1.0 Resultados de los errores reportados por grupo par para un ciclo de EQA
en Inmunohematologia (Reporte CECI, Instituto LICON)

b. Llevar un historial de los resultados de mi laboratorio, esto nos
permitird saber si tengo areas de oportunidad en alguna técnica
especifica que puede ser por falta de capacitacion, por reactivo,
metodologia etc. En la figura 20 podemos observar el
comportamiento de un banco de sangre en el area de
Inmunohematologia a lo largo del tiempo; esto nos puede
brindar informacion sobre qué tipo de desviaciones se estan
presentando y que acciones debo tomar. En este caso de 6
ciclos analizados podemos ver que en los primeros 4 la
desviacion fue en diferentes pruebas, pero en los 2 Ultimos ciclos
se repite el patron de resultado no satisfactorio en el Grupo ABO,
lo que nos debe llevar a preguntarnos: éFue la misma persona
quien realizd esta prueba? ¢éEs personal de nuevo ingreso?
éCambié de metodologia? éCambié de equipo? éMi lote de
reactivos es el mismo?

Después de contestarnos estas preguntas podemos detectar el motivo

de la desviacion y aplicar la accidon de mejora o accidn correctiva segun
tengan indicado en su sistema de gestion de la calidad.
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Fig 2.0 Resultados de EQA en inmunohematologia para el periodo de febrero del
2018 a Mayo del 2019. (Reporte CECI, Instituto LICON)

De acuerdo a lo anterior, podemos concluir que los resultados de un
EQA nos deben aportar valor a nuestro laboratorio y es verdad que
el tener un proveedor de ensayos de aptitud serio, con experiencia
y acreditado es de gran tranquilidad, sin embargo, no debemos
perder de vista nuestra responsabilidad para dar el seguimiento y
control de nuestros resultados, dejando atras un modelo reactivo
ante resultados no satisfactorios y adoptar una visidon proactiva
siempre buscando una mejora continua en nuestros procesos y
colaboradores a cargo de estas dreas.
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Programa de Evaluacion Externa de la Calidad
en Inmunohematologia CECI
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El programa CECI estd disefiado para ayudar a detectar,
oportunamente, las posibles desviaciones en los procesos, técnicas
y reactivos utilizados, que se puedan presentar en el departamento
de inmunohematologia fomentando la educacion continua.
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* Pueden participar todos aquellos Laboratorios Clinicos vy
Bancos de Sangre que realicen pruebas de
inmunohematologia.

¢ Existen 3 niveles de clasificacion dependiendo de las pruebas
a realizar y 4 ciclos de evaluacion al ano.
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e Se entrega un andlisis estadistico que nos da informacion: De
todos los participantes, por grupo par y por metodologia.

e Cada ano se entrega a los participantes una constancia de
participacion continua; asi como de excelencia analitica con
un promedio de calificaciones igual o superior al 95%.
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