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Resumen

El avance en la secuenciacion de material genético ha favorecido el estudio de nuevas areas
de investigacion relacionadas a la gendmica, transcriptomica y demas ciencias -6micas. Esto
cred la necesidad de desarrollar nuevas tecnologias mas accesibles y eficientes, como las
tecnologias de segunda y tercera generacion. Por ello, esta revision caracterizo las principales
metodologias de secuenciacion de segunda y tercera generacion. Las tecnologias de segunda
generacion se ven representadas por la secuenciacion por sintesis fragmentos cortos con alta
calidad y precision. En la tercera generacion se especializan en lecturas largas secuenciadas
POr nanoporos y secuenciacion de una sola molécula en tiempo real. Las empresas lllumina
y PacBio poseen una mayor calidad y precision en las lecturas, en comparacion a Oxford
Nanopore Technologies (ONT). Sin embargo, las lecturas de ONT solucionan problemas del
ensamblaje genémico propios de lecturas cortas. Todas las tecnologias analizadas poseen
secuenciadores para proyectos de produccion a escala; Illlumina y ONT también poseen
secuenciadores sobremesa, y solamente la Uultima presenta dispositivos portatiles. Con
respecto a la accesibilidad, los paises centroamericanos poseen poca cobertura por parte de
estas empresas, siendo lllumina la Unica con una distribuidora radicada en la region. Cada
tecnologia de secuenciacion posee ventajas y desventajas asociadas, lo cual impulsa a su uso
en conjunto, lo que permite analisis mas convenientes y completos. Por lo cual el desarrollo de
nuevos programas bioinformaticos para la mejora del anélisis corresponde a consideraciones
que deben ser abordadas con la intencién de fortalecer el uso de las técnicas de secuenciacion.
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Abstract

The progress in genetic material sequencing enhanced diverse research opportunities related to
genomics, transcriptomics and other -omics areas. A need in the development of more accessible
and efficient techniques resulted in the second- (NGS) and third-generation technologies (TGS).
In this paper we aimed to characterize the main sequencing methods of second- and third-
generation. NGS technology is based on the sequencing by biosynthesis of short fragments
with high quality and precision, while TGS are specialized in long fragment sequencing by
nanopores and single-molecule, real-time technologies. lllumina and PacBio have more precise
and high-quality data, compared to Oxford Nanopore Technologies (ONT). However, nanopores
long reads address errors in genome assembly, commonly associated with small lectures. All
analyzed technologies have production-scale sequencers, but only ONT and lllumina developed
benchtop products. ONT also presents portable sequencers for small projects. Latinoamerican
countries have less coverage and technical support of sequencing technologies, and only
lllumina is sited in this region. Each sequencing technology have advantages and limitations
regarding their techniques and their coupled use is promoted to make a deeper analysis of the
data, therefore the development of new bioinformatics programs remain as one of the principal
obstacles to overcome to enhance the application of these technologies.
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Introducciéon

Posterior al desarrollo de la metodologia de secuenciacion de Frederick Sanger [1], se ha
incentivado el crecimiento de la gendémica y demas ciencias -O0micas. La secuenciacion
de Sanger consiste en el uso de didesoxinucledtidos (ddNTPs); analogos quimicos de los
nucledtidos sin el grupo hidroxilo en el extremo 3’, lo cual inhibe la extension de la cadena de
ADN en la replicacion [2]. Esta técnica emplea una combinacién de cada ddNTP individual
marcado radioactivamente junto a nucledtidos tradicionales, permitiendo el alargamiento de la
cadena de ADN hasta la incorporacion de un ddNTP; los resultados son analizados por medio
de electroforesis capilar para determinar la secuencia segun las distancias de corrida [1].

En 1990, la técnica de Sanger fue automatizada y utilizada para la secuenciacion del genoma
humano, como parte del Proyecto del Genoma Humano (HGP, por sus siglas en inglés), el
cual se finalizé en el 2001 [3]. Los resultados obtenidos favorecieron a la identificacion de
alelos deficientes asociados a enfermedades como la fibrosis quistica, lo que permitié enfocar
investigaciones al desarrollo de su tratamiento [4]. En la actualidad, el genoma humano sigue
siendo actualizado agregando zonas de heterocromatina y otras regiones cromosoémicas no
representadas en el primer genoma de referencia, desbloqgueando nuevas secuencias para
estudios funcionales [5].

En este sentido, el desarrollo de las diferentes ciencias -6micas ha tenido multiples aplicaciones
como la caracterizacion y entendimiento de las rutas metabdlicas para la manipulacion
y mejoramiento genético, planteamiento de plataformas industriales de biomanufactura,
deteccion de predisposiciones genéticas, procesos fisiopatoldgicos y epidemiologia de
enfermedades, entre otras [6]-[8]. Dada su aplicabilidad en diversos aspectos, el desarrollo de
nuevas tecnologias de menor costo y mayor eficiencia ha sido uno de los principales enfoques
recientes, llevando a las siguientes generaciones en técnicas de secuenciacion [9].

La primera generacion consiste en la secuenciacion de Sanger y Maxam Gilbert; la segunda
generacion o next generation sequencing (NGS) engloba técnicas de empresas como lllumina
Inc., principalmente. Finalmente, la secuenciacion de tercera generacion se relaciona con los
sistemas de empresas como Pacific Biosciences (PacBio) y Oxford NanoPore Technologies Inc.
(ONT) [9]. En esta revision se analiza y compara las principales metodologias de secuenciacion
de segunda y tercera generacion, describiendo su fundamento bioquimico, aspectos de
lectura, dispositivos y accesibilidad.

Tecnologias de Secuenciacion

La secuenciacion genética consiste en la determinacion de la secuencia de nucleotidos de
secciones de material genético [9]. Cada tecnologia de secuenciacion bajo su propio mecanismo
bioquimico da lugar a lecturas de informacion (reads), que reflejan los resultados de la
secuenciacion [10]. Estos resultados consisten en un conjunto complejo de mdultiples caracteres
gue son transformados y analizados posteriormente mediante programas bioinformaticos [11].
Asimismo, la informacién generada se interpreta de diferente manera segun el objetivo del
estudio, ya sea en metagendmica, transcriptomica o secuenciacion de genomas completos.

Se han desarrollado gran variedad de interfaces para el andlisis, organizacién y visualizacion
de los resultados de secuenciacion. Programas como NanoPlot y FastQC generan resimenes y
representaciones gréficas de los datos. NanoPlot se emplea en el procesamiento de secuencias
de lectura larga [12], mientras que FastQC se utiliza para lecturas cortas [13].

Asimismo, los resultados de una secuenciacion conllevan un proceso de recorte gendémico
(genomic trimming); el cual consiste en una eliminacion de lecturas de baja calidad o longitud
indeseada [14]. Para ensamblar los genomas se emplean plataformas como Unicycler [15], que
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realizan el acomodamiento de las lecturas cortas y largas para la generacion de un archivo con
el genoma completo en formato fasta; este ensamblaje se puede realizar de novo o mediante
un genoma de referencia. Una vez obtenido el genoma, este puede analizarse de diversas
formas dependiendo de la finalidad del estudio, como alineamiento con otros genomas, estudiar
relaciones filogenéticas y realizar anotaciones sobre los distintos genes presentes (genome
mining) [16], [17].

Fundamento bioquimico de las técnicas de secuenciacion

Segunda generacion

La secuenciacion de segunda generacion consiste en plataformas que producen gran cantidad
de lecturas cortas (25-400 bp) de secuencias de ADN [18]. En esta generacion destaca la
empresa lllumina Inc., actualmente dominante en el mercado. Asimismo, otras empresas como
Roche 454, AB SOLID y lon Torrent fueron desarrolladas en torno a este modelo; sin embargo,
fueron desplazadas y/o descontinuadas por la innovacién de la tecnologia de lllumina.

El concepto detras de la tecnologia NGS es similar a la técnicas de secuenciacion de Sanger,
previamente descrita [19]. La tecnologia de Illumina utiliza el método de secuenciacion
por sintesis (sequencing by synthesis, SBS), permitiendo la lectura paralela de millones de
fragmentos por medio de la deteccion de las bases individuales a medida que se incorporan
a las cadenas de ADN en crecimiento [19], [20]. La ADN polimerasa cataliza la incorporacion
de desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTP) marcados con fluorescencia a una hebra molde de
ADN durante ciclos secuenciales de sintesis. Durante cada ciclo los nucledtidos se identifican
mediante excitacion del fluordforo [19], creando una imagen de un terminador reversible
marcado fluorescentemente a medida que se afiade cada dNTP, y luego se separa para el
ingreso de la siguiente base. Al finalizar, se obtiene una secuenciacion base por base con datos
de alta precision y calidad, para una gran variedad de usos, como el ensamblaje de novo, la
resecuenciacion, la identificacion de mutaciones de interés clinico y la metagenémica [19], [21].

Tercera generacion

Las técnicas de secuenciacion masiva de acidos nucleicos de segunda generacion presentan
debilidades, principalmente en cuanto a la capacidad de generar lecturas extensas (>1 kb).
Para satisfacer estas necesidades se desarrollaron las tecnologias de tercera generacion
(third-generation sequencing, TGS), las cuales permiten extensiones de hasta 2.3 Mb y no
requieren de una amplificacion preliminar, disminuyendo la incidencia de pérdidas de marcas
epigenéticas [22].

Existen dos proveedores altamente utilizados para la secuenciacion de lecturas largas: Pacific
Biosciences y Oxford Nanopore Technologies Inc. PacBio tiene la capacidad de generar
lecturas HiFi (High Fidelity) con una resolucion alta por base. Por su parte, ONT puede generar
lecturas con una extension de hasta 2 Mb [23]. Ademas, existen otras plataformas emergentes
de TGS, como Molecu y 10X Genomics, basadas en el ensamblaje de lecturas cortas para
generar lecturas largas sintéticas [24]. En este articulo se exploran las tecnologias de PacBio y
ONT, dado que son las mas establecidas y comercializadas.

La tecnologia de Oxford Nanopore Technologies fue lanzada en el 2014 y utiliza la secuenciacion
por nanoporos, los cuales emplean el perfil eléctrico de cada nucledtido de ADN y ARN para
su identificacion [25]. Estos canales permiten el paso de una molécula a la vez, detectando
cambios en la corriente eléctrica caracteristicos de cada nucledtido [22]. El fundamento de la
secuenciacion de ONT permite la lectura directa de secuencias de ARN, siendo esta la Unica
tecnologia con dicha capacidad [26], [27].
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Por otro lado, la empresa Pacific Biosciences es lider de la tercera generacion, con la tecnologia
de secuenciacion en tiempo real de una sola molécula (Single-Molecule, Real-Time, SMRT)
lanzada en el 2011 [28]. Esta produce lecturas largas de 3000-15000 bp, se utiliza ampliamente
para la elaboracion de perfiles filogenéticos de microbiomas por medio de una clasificacion
taxondmica a nivel de género; asi bien, también es utilizada en estudios gendmicos,
transcriptomicos, epigenémicos, metagenémicos y de ensamblaje de novo [24], [29].

La estrategia de secuenciacion de PacBio consiste en una modificacion de la SBS de lllumina,
en la cual se logra capturar una sola molécula de ADN que ingresa a celdas de flujo con
tecnologia de guia de onda de modo cero (zero-mode waveguide, ZMW) [22]. La ZMW es un
dispositivo focalizador de la luz hacia un punto especifico, o que permite el registro preciso de
la sefial luminica emitida por un fluoréforo unido a un nucledtido especifico [22], [30].

Comparacion entre tecnologias de segunda y tercera generacion

Caracteristicas de la secuenciacion

Las tecnologias de secuenciacion de lllumina se caracterizan por la lectura de fragmentos
cortos de ADN [31]. Este tipo de secuenciacion se recomienda para analisis de variantes
clinicas, ya que es altamente preciso y eficiente, permitiendo la identificacion de variaciones
genéticas de menor frecuencia [32], [33]. Su rendimiento se considera mas alto que las
tecnologias de tercera generacion, y la preparacion de la muestra, mas compleja al requerir una
amplificacion por PCR [27], [34], [35]. A pesar de una baja tasa de error (0.01%), cuenta con
algunos sesgos y limitaciones. En primer lugar, la lectura de secuencias cortas se ve limitada
ante las repeticiones en tandem del ADN. Esto puede causar errores en la lectura en forma
de gaps y complicaciones en el ensamblaje [36]. Se han reportado errores en sustituciones;
es decir, el reemplazo de una base por otra no correspondiente, y errores menos frecuentes
(p. €j. inserciones, deleciones, errores especificos) a ciertos motifs e interferencias entre
muestras multiplexadas [21], [37]. Algunos de estos se adjudican a sesgos por el contexto de
la secuencia, asi como procesos quimicos relacionados a la tecnologia de secuenciacion y la
preparacion de las librerias gendmicas [31], [38].

Seguidamente, Oxford Nanopore Technologies Inc. ha desarrollado tecnologias de secuenciacion
para longitudes de fragmentos especialmente largos, siendo esta caracteristica una de sus
principales ventajas. La secuenciacion de fragmentos largos brinda ventajas al momento de
realizar el ensamblaje gendmico, como una mayor repetividad de fragmentos, cobertura y
probabilidad para el cierre del genoma, en comparacion con ensamblajes de secuencia cortas
[39], [40]. Asimismo, ONT es la Unica tecnologia en el mercado que permite la secuenciacion de
ARN de forma directa. Dicho estilo de secuenciacion favorece el estudio de organismos cuyo
material genético se encuentra basado en ARN, como algunos virus, y colabora con el analisis
de estructuras genéticas relacionadas, como los ARN largos no codificantes y retrotransposones
[41], [42]. Ademas, es destacable la mejora en el analisis de organismos cuyo genoma completo
no se encuentra reportado o ensamblado en una sola secuencia (contig) [43]. Por ejemplo,
una nueva actualizacion del genoma humano con regiones que no habian sido previamente
secuenciadas fue reportado recientemente con ayuda de las tecnologias de secuenciacion de
ONT [5], y el ensamblaje de cromosomas bacterianos y de microorganismos en un unico contig
ha sido favorecido de la misma forma [44]-[46].
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Sin embargo, una de las principales desventajas de las tecnologias de secuenciacion de
fragmentos largos se relaciona a la calidad de las lecturas. La amplia longitud de las secuencias
lefdas aumenta la tasa de error, tendencia mantenida a lo largo de las secuenciaciones para
ADN y ARN de forma directa e indirecta [32], [35], [47]. En las tecnologias de ONT, la tasa de
error se ha presentado con una media de <0.1% [25].

Finalmente, la tecnologia de secuenciacion de PacBio permite la medicion en tiempo real de la
incorporacion de nucleoétidos de acuerdo con sefiales de luz emitidas por el sistema [28], [30].
Este es utilizado para la lectura de cadenas largas de ADN y ARN indirectamente, sin que se
comprometa la precision. Por lo cual, su secuenciacion es libre de error sistematico al contar
con mas de un 99.999% de precision por consenso [28]. Asimismo, la secuenciacion cuenta
con bajo sesgo por contexto de la muestra, un mapeo preciso de las lecturas y cobertura
uniforme al no haber desviaciones por el contenido de bases GC. Una caracteristica distintiva
de este tipo de secuenciacion es su analisis epigenémico sin la necesidad de amplificar por
PCR; el sistema es capaz de detectar directamente modificaciones a las bases durante la
secuenciacion, especialmente la metilacion 5mC [30]. Esto sirve para eliminar la necesidad de
alguna modificacion quimica para realizar esta clase de estudios, reduciendo costos, tiempo y
aumentando la eficiencia experimental [30]. Adicionalmente, PacBio ha sido empleada para la
secuenciacion a partir de una célula (single-cell sequencing), técnica que favorece el estudio
de haplotipos y mutaciones de ultra baja frecuencia posiblemente asociadas a patologias [48]-
[50].

Dispositivos

lllumina cuenta con una linea de secuenciadores de sobremesa (benchtop sequencers) y
otra de secuenciadores de produccion a escala (production-scale sequencers) [51]. Los
secuenciadores sobremesa (cuadro 1) poseen la capacidad de realizar secuenciaciones de
genoma completos, secuenciacion dirigida, ARN y analisis metagenémicos de 16S. Por su parte,
la linea de secuenciadores de produccion a escala (cuadro 2) poseen las mismas funciones
que los secuenciadores benchtop con un mayor poder de procesamiento. Los precios de los
distintos dispositivos son protegidos por la compafiia. Sin embargo, las ventas de servicios para
MiSeq se estiman en $185.71 por muestra al secuenciar 24 muestras multiplexadas, tomando en
cuenta los costos de preparacion de las librerias gendmicas [35]. Una caracteristica distintiva
de estos equipos es tener un rendimiento masivo con un costo de miles de doélares para una
corrida sencilla, resultando en un costo por muestra bajo, pero costo por corrida alto [27].

Cuadro 1. Dispositivos de secuenciacion de sobremesa (benchtop) de las
tecnologias de segunda y tercera generacion [51]-[54].

Portabilidad No No No No Si No
Tiempo de corrida (h) 9.5-19 4-24 4-55 12-30 ~72 ~72
Longitud méaxima (bp) 150 150 300 150 10000 10000
Lecturas totales (mill) 4 25 25 400 110 110*

Uso en DIV No No Si** Si** No No

Costo No disp. No disp. $128000 No disp. $1000-4900 | $50000

DIV = diagnéstico in vitro. No disp. = No disponible. *Por celda, GridlON permite hasta 5 celdas por ejecucion.
**Las versiones Dx de los dispositivos. Pacific Bioscience no posee ningun dispositivo de sobremesa
comercializado.
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Con respecto a los distintos dispositivos de ONT, en el mercado hay disponibles cuatro equipos
principales, entre estos se pueden mencionar los secuenciadores de sobremesa: MinilON vy
GridION (cuadro 1), y un equipo de produccion a escala: PromethlON (cuadro 2) [53], [54].
Dichos equipos poseen la capacidad de secuenciar genomas y transcriptomas completos de
forma directa e indirecta y secuenciaciones dirigidas; asi bien, el equipo a escala permite realizar
analisis poblacionales y metagenémicos. EI MinlON y GridION son tecnologias que emplean
celdas de flujo especificas con 512 nanoporos; mientras que, el PromethlON utiliza celdas con
2675 nanoporos, brindandole 6 veces mayor capacidad de procesamiento simultaneo. Las
celdas de 512 nanoporos poseen un valor de $900, y las de 2675 nanoporos presentan un
costo de $2400 [54]. El cuarto equipo desarrollado corresponde a un adaptador para MinlON
y GridION llamado Flonge, el cual permite la realizacién de secuenciaciones pequefias con
celdas de flujo de un solo uso; dichas celdas poseen la capacidad de secuenciacion de ~24
horas en condiciones éptimas. Este dispositivo presenta un valor de $1460, donde se incluyen
adicionalmente 12 celdas de flujo. Asi bien, sus celdas pueden ser compradas de forma
independiente en paquetes de nueve y cuentan con un precio de $810 [53], [54].

Cuadro 2. Dispositivos de secuenciacion de produccion a escala (production-
scale) de las tecnologias de segunda y tercera generacion [51], [53]-[55].

Tiempo de corrida (h) 11-48 13-48 13-44 ~72 30

Longitud méxima (bp) 150 150 250 10000 4000000

Lecturas totales (bill) 1.2 1.6-52 20 0.110* ~99
Output 360 Gb 165-16000 Gb 6 Tb-20B 7-14 Tb* 30 Gb
Costo No disp. No disp. No disp. $225000 $495000

No disp. = No disponible. *Por celda, existen tres versiones de PromethlON (2, 24 y 48), que difieren en la
cantidad de celdas por ejecucion (dos, 24 o 48 celdas).

En relacién con PacBio, esta empresa posee una Unica linea desarrollada de secuenciadores
a escala llamada Sequel, cuyos los principales dispositivos utilizados son: Sequel Il y lle
(cuadro 2) [55]. Estos permiten la secuenciacion de todo tipo de genomas, transcriptomas y
epigenomas. Un servicio de la secuenciacion de 30 horas por medio de Sequel Il presenta un
valor mayor a los $3000 por muestra; esto segun las cotizaciones generadas por la Universidad
de Washington (University of Washington) [56].

Disponibilidad de servicios

[llumina Inc. cuenta con oficinas comerciales en Estados Unidos, Australia, Alemania, China,
Francia, Japéon, América Latina, Corea, Holanda, Singapur y el Reino Unido; paralelamente,
tiene dos centros de manufactura, investigacion y desarrollo en California (Estados Unidos) y
Woodlands (Singapur) [57]. Por su parte, Oxford Nanopore Technologies Inc. presenta sitios
de contacto en Estados Unidos, Reino Unido, Singapur, China y Japén, asi como una gran
cantidad de distribuidoras a nivel mundial [58]. Sin embargo, solamente existe una distribuidora
encargada de la cobertura de los paises centroamericanos y ciertos paises de América Latina
(Interprise) [59]. Finalmente, PacBio posee diferentes sedes en Estados Unidos, Reino Unido,
China, Singapur y Japén, con su principal ubicada en Menlo Park (California, Estados Unidos)
[60]. De la misma forma posee multiples distribuidores ubicados a lo largo del pacifico de Asia,
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Europa, Medio Oriente y América. En este sentido, ninguna de las sedes actuales cubre a los
paises centroamericanos, y el Unico pais latinoamericano con distribuidora para esta empresa
es México [61].

Consideraciones futuras

La creacion y actualizacion de programas bioinformaticos, afiadiendo funciones practicas
para el estudio de las secuencias y evitando la polarizaciéon del tipo de datos (reads largos o
cortos) para el analisis hibrido, representa otra area de desarrollo. Por ejemplo, Next Generation
Sequencing Eclipse Plugin (NGSEP) agrega la funcion de “Estadisticas sobre poblaciones
genotipadas”, util en el analisis de la estructura poblacional, construccion de mapas genéticos,
mapeo genético de rasgos complejos y prediccion de fenotipos para la seleccién genémica,
asi complementando las posibilidades de analisis genémico [61]. De la misma forma, los
ensambladores hibridos de Unicycler [15] y SPAdes [62] son tecnologias emergentes que
permiten la utilizacion de datos de distintas generaciones de secuenciacion, favoreciendo a los
ensamblajes en un solo contig de mayor calidad y completitud [63].

Asimismo, es relevante la expansion del uso de estas tecnologias por medio del aumento del
soporte técnicos y la disponibilidad de servicios, especialmente a palises latinoamericanos.
Esto considerando los beneficios asociados en espacios cientificos, clinicos y demas areas
[64], [65]. Algunos obstéaculos relacionados a la inequidad, el estado de desarrollo, la falta de
cobertura de las empresas y la migracion de profesionales, deben de ser abordados con la
finalidad de permitir el fortalecimiento de dichas tecnologias [66]-[68].

Conclusiones

En conclusion, las tecnologias de secuenciacion representan una herramienta importante para
el desarrollo de la investigacion, la industria y la clinica. lllumina, Oxford Nanopore Technologies
y PacBio son las empresas de mayor auge a nivel mundial con tecnologias de secuenciacion
de segunda y tercera generacion. Los fundamentos de estas secuenciaciones emplean la
secuenciacion por sintesis, nanoporos 0 una unica molécula en tiempo real. Asi bien, lllumina
se concentra en lecturas de fragmentos cortos, mientras que ONT y PacBio, en lecturas de
fragmentos largos. Cada una posee ciertas desventajas relacionadas, como baja calidad en
las lecturas largas o complicaciones en el ensamblaje de lecturas cortas. Asimismo, estas
empresas difieren en otros aspectos relacionados a los dispositivos disponibles, las posibles
aplicaciones y su accesibilidad (cuadro 3).



Tecnologia en Marcha

s M

Vol. 37, N° 2. Abril-Junio, 2024

Cuadro 3. Caracteristicas de funcionamiento, dispositivos y accesibilidad de las tecnologias
de secuenciacion de lllumina Inc., Oxford Nanopore Technologies Inc. y PacBio.

Tipo de secuenciacion

Por sintesis (SBS)

Por nanoporos

Tiempo real de una
Unica molécula (SMRT)

escala

NovaSeq X, Nova Seq 6000

48

Longitud de secuencias Cortas (<400 bp) Largas (>500) Ambas
Tasa de error (precision) 0.01% <0.1% <0.001%
Secuenciacion de genoma Si Si Si
completo
Secuenciacion dirigida Si Si Si
Secuenciacion de ARN Indirecta Directa e indirecta Indirecta
Anédlisis metagenémico Si Si Si
Analisis epigenémico No No Si
Dispositivos sobremesa iSeq 100, MiniSeq, MiSeq, MinlON, GridION, )
P NextSeq 550 Flonge (adaptador)
Dispositivos de produccion a NextSeq 1000 & 2000, PromethlON 2, 24 y
Sequel Il y lle

Distribuidora en
Latinoamérica

(¢,Cubre paises
centroamericanos?)

BioSystems S.A. - Argentina,
Global Bio Supplies —
Venezuela, Capris Medica —
Costa Rica, entre otros (Sf).

Interprise (Si)

Distribuidora Quimica
y Hospitalaria GAP —
México (No)
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