~REvisTA DE-

MEDICINA pe
LABORATORIO

ISSN (versidn papel): 2660-7484

ISSN (version electrénica): 2660-7638

Vol. 4 Num. 1 | enero-abril 2023 | Pags. 1-44

AEBM-ML ASFR

Asociacién Espafiola de——

¢ . ‘1 oy Asociacion Espafiola del Laboratorio Clinico
Biopatologia Médica - Medicina de Laboratorio acion Espan raterio Clini

Editorial
La validacién en el laboratorio de urgencias
S. Prieto Menchero

Original

Utilidad clinica de la proteina tau total y la ratio

con su fraccion fosforilada en el diagnéstico de enfermedad
de Creutzfeldt-dakob

B. Nafria Jiménez, A. Garrido Chércoles, F. Moreno Izco
Revision

Biomarcadores diagnoésticos de la enfermedad

de Creutzfeld-Jakob

B. Nafria Jiménez, A. Garrido Chércoles

Casos Clinicos

Deteccion temprana de cristales de sulfadiazina en un paciente
VIH positivo con toxoplasmosis

R. J. Garcia Martinez, G. Velasco de Cos, A. Fuente Alonso,

R. Cobo Diaz, J.-M. Martinez Garcia

Deteccion de la Hb J-Baltimore durante la medicién

de la HbA1c por HPLC

N. E. Larocca Gonzalez, M. A. Alvarez Rueda, E. M. Deschamps
Mosquera, F. J. Peteiro-Cartelle

Dermatomiositis con anticuerpos anti-TIF1 gamma positivos
asociados a neoplasia

J. Leén Lazaro, R. Herranz Llorente, S. Martin Junco, B. Sacristan Enciso,
M. Esparrago Rodilla

Imagen/Infografia
Neoplasia de ovario en liquido ascitico .
R. J. Garcia Martinez, V. Martin-Riera, C. Ramirez-Serra

Evaluacion Técnica/Equipos

Estudio de intercambiabilidad entre dos métodos analiticos

para la determinacion del receptor soluble del activador

del plasminégeno tipo urocinasa (suPAR) en el laboratorio

de urgencias: inmunoensayo de flujo lateral frente a turbidimetria
M. E. Paniagua Arribas, R. Padilla Berdugo, S. Alvarez Kailis,

F. Neria Serrano, E. de las Nieves Rodriguez

Carta al Director

Reglas automatizadas en el sistema informatico del laboratorio
para la deteccion de pseudohiperpotasemias ..

N. Gonzalez Pereira, A. Castaneda de la Mata, S. Prieto Menchero

www.revistamedicinadelaboratorio.es




Revista de MEDICINA oe LABORATORIO

www.revistamedicinadelaboratorio.es




Revista de MEDICINA oe LABORATORIO

www.revistamedicinadelaboratorio.es

DIRECTOR

Dr. Enrique Rodriguez Borja

(Hospital Clinico Universitario de Valencia, Valencia)

enrobor@gmail.com

Diaz-Flores Estévez, Felicitas

(Complejo Hospitalario Universitario de Canarias. San
Cristobal de La Laguna, Santa Cruz de Tenerife)
fdiazflo@ull.edu.es/fdiaest@gobiernodecanarias.org  de Investigacion Sanitaria del Hospital Universitario

Gil Ruiz, Maria Teresa

(Hospital General Nuestra Seriora del Prado

de Talavera de la Reina, Toledo)
tgruiz@sescam.jccm.es

Kabaroglu, Ceyda

(Department of Clinical Biochemistry. School of

Medicine. Ege University. lzmir, Turkey)
ckabaroglu@gmail.com

Rui Manuel Amaro Pinto
Profesor en la Facultad de Farmacia.
Universidad de Lisboa. Portugal

Adela Castarieda de la Mata

Especialista en Hematologia y Hemoterapia.

Hospital Universitario de Fuenlabrada.
Fuenlabrada, Madrid. Espana

Gilbert C. Faure
MD, PhD. Laboratoire d'Immunologie.
Faculté de Médecine.
Université Lorraine and CHU Nancy. France

Jesus Miguel Garcla-Foncillas
Director, Translational Oncology Division.

Research Institute FJD-UAM. Madrid, Espana

Montserrat Gonzalez Estecha
Jefe de Servicio de Bioguimica Clinica.

Hospital General Universitario Gregorio Mararion.

Madrid, Espana

AEBM-ML

Equipo Directivo

EDITORA JEFE

Dra. M? del Rosario Caro Narros
(Complejo Asistencial de Segovia, Segovia)
rcaro@saludcastillayleon.es

EDITORES
Dra. Montserrat Gonzalez Estecha
(Hospital General Universitario Gregorio Mararion, Madrid)
montse@cmpx.net

Dr. Joan Batista Castellvi
(Consultor Senior en Medicina de Laboratorio,
Tarragona)
jbatista@tinet.cat

Editores Asociados

Laserna Mendieta, Emilio
(Unidad de Investigacion del Hospital General
de Tomelloso, Ciudad Real. Instituto

Pérez Garcia, Lourdes
Laboratorio de Andlisis Clinicos.
Complejo Asistencial de Palencia. Palencia

Pineda Tenor, Daniel
(Hospital de Antequera. Area de Gestion Sanitaria
Norte de Malaga)
dpinedatenor@gmail.com

de La Princesa, Madrid)
gjlaserna@gmail.com

Lopez Gomez, Juan Manuel
(Hospital Univ. de Badajoz, Badajoz)

lopezhospi@gmall.com Villalta Robles, Victoria

(Complejo Asistencial de Segovia. Segovia)

Martinez Triguero, Marfa Luisa villaltarobles@gmail.com

(Hospital Universitari i Politecnic La Fe, Valencia)
martinez_mlutri@gva.es

Consejo Asesor

Biopatologia Médica - Medicina de Laboratorio

Marfa S. Pacheco Delgado
Presidente de la Asociacion Espaiiola
de Biopatologia Médica-Medicina de Laboratorio (AEBM-ML)

Juan Miguel Guerrero Montavez Leverton Ortiz Caceres
Jefe de Servicio de Bioguimica Clinica. Hospital Jefe del Laboratorio Clinico. Hospital de la Serena.
Universitario Virgen del Rocio. Sevilla. Catedratico Chile
vinculado a la Universidad de Sevilla. Sevilla, Esparia

Wytze Pier Oosterhuis
Gustav Kovac Zuyderland Medical Center. Heerlen/Sittard.
Slovak Medical University: Institute of Chemistry, The Netherlands

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine.

Bratislava, Slovak Republic M.* del Garmen Pasquel

Directora General Revista DIV/RIA/IFCC.
Vesna Kusec Asesora Regional de la Fundacion Wiener. Ecuador
MD PhD. University Hospital Centre Zagreb. Clinical

Institute of Laboratory Diagnosis Zagreb. Croatia Patrick Tworney

Professor. Consultant Chemical Pathologist.
Head of Department/Laboratory Director for Clinical
Chemistry. St. Vincent's University Hospital.
Dublin, Ireland

Juan Ernesto del Llano-Senaris
Presidente de la Fundacion Gaspar Casal.
Madrid, Esparia

Roberto Verna
MD PhD. Professor Faculty of Medicine.
Sapienza University of Rome. President of World
Association of Societies of Pathology and
Laboratory Medicine. President of World Pathology
Foundation. Rome, Italy

Franklim Marques
Profesor de la Facultad de Farmacia. Universidad
de Porto. Laboratorio de Bioguimica. Porto, Portugal

Luis Nogueira Martins
Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa.
Lisboa, Portugal

‘Asaciacion Esparola del Laboratorio Clinico

Antonio Rider Pérez
Presidente de la Asociacion Espaiiola
del Laboratorio Clinico

W
ANIC]LLEX

g sejpe

Asociacion Canaria
del Laboratorio Clinico

Sociedad Castellano-Leonesa de
Andlisis Clinicos



~RevisTaone-

MEDICINA e

LABORATORIO

Vol. 4 Nim. 1 | enero-abril 2023

Sumario

Editorial

La validacion en el laboratorio de urgencias ...........ccccooooiiiiiiiiiiicii e 1
S. Prieto Menchero

Original

Utilidad clinica de la proteina tau total y la ratio con su fraccion fosforilada

en el diagndéstico de enfermedad de Creutzfeldt-dakob ... 4
B. Nafria Jiménez, A. Garrido Chércoles, F. Moreno Izco

Revision

Biomarcadores diagnésticos de la enfermedad de Creutzfeld-Jakob ................. 12

B. Nafria Jiménez, A. Garrido Chércoles

Casos Clinicos

Deteccion temprana de cristales de sulfadiazina en un paciente VIH positivo

CON TOXOPIASIMOSIS ... 24
R. J. Garcia Martinez, G. Velasco de Cos, A. Fuente Alonso, R. Cobo Diaz,

J.-M. Martinez Garcia

Deteccién de la Hb J-Baltimore durante la medicion de la HbA1c por HPLC ..... 28
N. E. Larocca Gonzélez, M. A. Alvarez Rueda, E. M. Deschamps Mosquera,
F. J. Peteiro-Cartelle

Dermatomiositis con anticuerpos anti-TIF1 gamma positivos asociados

A NEOPIASIA . 32
J. Ledn Lazaro, R. Herranz Llorente, S. Martin Junco, B. Sacristan Enciso,

M. Esparrago Rodlilla

Imagen/Infografia
Neoplasia de ovario en liquido asCitiCO ...........occciiiiiiiiiii i 36
R. J. Garcia Martinez, V. Martin-Riera, C. Ramirez-Serra

Evaluacion Técnica/Equipos

Estudio de intercambiabilidad entre dos métodos analiticos

para la determinacién del receptor soluble del activador del plasminégeno tipo
urocinasa (suPAR) en el laboratorio de urgencias: inmunoensayo de flujo

lateral frente a turbidimetria ..................... T 38
M. E. Paniagua Arribas, R. Padilla Berdugo, S. Alvarez Kailis, F. Neria Serrano,

E. de las Nieves Rodriguez

Carta al Director
Reglas automatizadas en el sistema informatico del laboratorio

para la deteccion de pseudohiperpotasemias ..........ccccocovviiiiiiiiieiiiiieeeeee 43
N. Gonzalez Pereira, A. Castafieda de la Mata, S. Prieto Menchero




~RevisTaone-

MEDICINA oe

LABORATORIO

Vol. 4 No. 1 | January-April 2023

Summary

Editorial

Validation in the emergency laboratory ... 1
S. Prieto Menchero

Original

Clinical utility of tau total protein and the ratio to its phosphorylated form

in the diagnosis of Creutzfeldt-dakob disease .............ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiie 4
B. Nafria Jiménez, A. Garrido Chércoles, F. Moreno Izco

Review

Diagnostic biomarkers of Creutzfeldt-Jakob disease ...........cccccoooiiiiiiiiiiiiiien. 12

B. Nafria Jiménez, A. Garrido Chércoles

Case Reports

Early detection of sulfadiazine crystals in an HIV positive patient

With TOXOPIASMOSIS ... 24
R. J. Garcia Martinez, G. Velasco de Cos, A. Fuente Alonso, R. Cobo Diaz,

J.-M. Martinez Garcia

Detection of Hb J-Baltimore during HbA1c measurement by HPLC ................... 28
N. E. Larocca Gonzélez, M. A. Alvarez Rueda, E. M. Deschamps Mosquera,
F. J. Peteiro-Cartelle

Neoplasm associated dermatomyositis with anti-tif1 gamma positive

ANEDOAIES ... 32
J. Ledn Lazaro, R. Herranz Llorente, S. Martin Junco, B. Sacristan Enciso,

M. Esparrago Rodlilla

Image/Inphografic
Ovarian cancer in peritoneal fluid ... 36
R. J. Garcia Martinez, V. Martin-Riera, C. Ramirez-Serra

Technical Evaluation/Equipments

Interchangeability study between two analytical methods for the determination

of the soluble receptor of the urokinase-type plasminogen activator (SUPAR)

in the Emergency Laboratory: lateral flow immunoassay versus turbidimetry ... 38
M. E. Paniagua Arribas, R. Padilla Berdugo, S. Alvarez Kailis, F. Neria Serrano,

E. de las Nieves Rodriguez

Letter to the Editor
Automated rules in the laboratory computer system for the detection

of pseudohyperkalaemia ...........ccooiiiiiiii 43
N. Gonzalez Pereira, A. Castafieda de la Mata, S. Prieto Menchero




~RevisTaone-

MEDICINA e

LABORATORIO

www.revistamedicinadelaboratorio.es

Editorial

DOI: 10.20960/revmedlab.00183

La validacion en el laboratorio de urgencias

La validacion del informe representa el desenlace del
proceso diagnodstico. Sea el motivo de la solicitud dra-
ma, comedia o tragedia, el momento en el que el profe-
sional del laboratorio entiende que el dato, laimagen o
el texto generado como respuesta a la pregunta clinica
estan preparados para salir al aire, para ser visualiza-
dos e integrados en el acto médico que esta desarro-
IlAndose en el paciente, en ese momento procede a
ejecutar la validacion como punto final.

La validacion es, por lo tanto, la sena de identidad del
profesional que ejerce la medicina de laboratorio y lo
que le da valor al "dato metrolégico", que pasa a tener
sentido clinico.

En el ambito del laboratorio de urgencias, la valida-
cidn tiene unas caracteristicas especiales que la hacen
Unica, compleja y fuente de controversias. Ademas de
todo el procedimiento habitual propio del laboratorio,
tiene tres caracteristicas diferenciales:

— El tiempo de respuesta, que es el eje esencial del
proceso: no hay tiempo para dejarlo, revisarlo,
para discutir en sesion o comentar con un com-
panero.

— El estado del paciente y la toma de las muestras:
no es un estado basal, no tiene necesariamente la
preparacion preanalitica precisa para una interpre-
taciéon optima. Por otro lado, las caracteristicas de
la obtencién de la muestra propia de la atencién
urgente son peculiares y tienen un mayor riesgo
de factores como hemolisis, muestras inadecua-
das o insuficientes e incluso errores de identifica-
cion.

— Elenfoque holistico. En el laboratorio de urgencias
no hay a priori seccion y areas; toda la medicina
de laboratorio esta presente, integrada y requiere
una validacion del total de la peticion y no de una
fraccion de esta.

Si a esto le anadimos que el facultativo en ocasio-

nes no estad presente (guardias localizadas) o lo esta
durante un largo periodo (guardia de presencia de 17

ISSN (electrénico): 2660-7638 - ISSN (papel): 2660-7484
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0 24 horas ininterrumpidas) entendemos lo complejo
del proceso en ese escenario, que suele representar
entre el 20 y el 40 % de la actividad de un laboratorio.

VERIFICARY VALIDAR

Debemos distinguir conceptos que a veces se utilizan
como sindnimos o de manera confusa.

La verificacion es una actividad eminentemente téc-
nica. En ella se asegura que la medicion se ha ajusta-
do a las especificaciones de calidad técnica que se han
definido y que ademas no ha habido factores externos
que hayan interferido en el resultado medido (altera-
cién preanalitica, interferencias conocidas, rango de
medicidn, etc.).

La verificacion puede ser automatica, mediante un
conjunto de reglas, o manual, mediante la revision del
resultado o del proceso frente a los metadatos de los
equipos de medida y ensayo: calibraciones, controles,
alarmas del equipo, etc.

La validacion es una actividad facultativa que garan-
tiza que el valor verificado puede incluirse e interpre-
tarse dentro de la historia del paciente, aportando valor
en la cadena de decisiones clinicas o respondiendo a
preguntas diagndsticas, prondsticas o terapéuticas en
relacion al paciente y a su entidad nosoldégica.

Dentro de la validacion podemos distinguir tres ni-
veles:

— Validacion automatica por reglas o algoritmos.

— Validacion manual por el facultativo de laborato-

rio.

— Y, sobre todo en el caso de la urgencia, pero tam-
bién en el POCT y en otras areas, la validacion de-
legada. Este tipo de validacion es mas amplia y
compleja que la validacion automatica y a menudo
incluye otras comprobaciones basadas en proto-
colos especificos que permiten autorizar al técnico
de laboratorio o al profesional a cargo del POCT

©AEBM-ML (2023) - ®AEFA (2023) - ®Aran Ediciones, S.L. (2023)
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la “liberacién” o la visualizacion del resultado bajo la
responsabilidad de un facultativo de laboratorio
concreto. Estos protocolos de validacién delegada
deben dejar claro en qué casos no puede liberarse
el conjunto de resultados porque estos deben ser
validados por el especialista de laboratorio.
Determinadas acciones, por lo tanto, pueden dele-
garse, pero de una manera documentada. La norma
ISO 15189 (UNE 1SO-15189-2023) identifica claramente
que “el director del laboratorio puede delegar determi-
nadas obligaciones o responsabilidades, o ambas, en
personal calificado y competente, se debe documentar
tal delegacion. Sin embargo, el director del laboratorio
debe mantener la ultima responsabilidad del funciona-
miento general del laboratorio” (Fig. 1).

¢Cuales son los riesgos?

La complejidad y la presién del tiempo de respuesta
pueden reducir la actividad del facultativo de laborato-
rio a una simple verificacion mas o menos compleja, y
por extension, a que todos los resultados sean libera-
dos por el técnico de laboratorio si “los controles del
turno han entrado”

Desde la perspectiva urgente, pero por semejanza en
todo el proceso del laboratorio, esta es una actitud que
devalua el servicio prestado por el laboratorio en aras
de la comodidad o de la imposibilidad de poder abar-
car todo el proceso. Hay incluso situaciones en las que
el técnico verifica permitiendo que esos datos sean vi-

sibles y unas horas o incluso un dia después el faculta-
tivo de urgencias procede a validar todo lo verificado.
Esta es una practica totalmente inadecuada.

La actividad del profesional del laboratorio, segun
los criterios de AEBM-ML, se reparte a tres niveles:
logistica/gestion, metrologia y medicina de laborato-
rio. Aplicando estos criterios al area del laboratorio de
urgencias podemos identificar los puntos criticos que
“conducen” o lideran el proceso:

En la parte de la logistica y de la gestion: todo el
proceso de solicitud, cartera, obtencion de la muestra,
transporte, disponibilidad de contacto para reclamacio-
nes y valores criticos y, sobre todo, tiempo de disponi-
bilidad del resultado y volcado de valores a la historia
clinica electronica para combinar con formularios y al-
goritmos.

En la parte metrologica: aspectos de mantenimiento,
definicion de serie y controles de calidad e interferen-
cias in vivo o in vitro, asi como la posibilidad de solici-
tud de pruebas no incluidas en cartera urgente y como
garantizamos la verificacion de los resultados en esos
casos.

En la parte de medicina de laboratorio, en el proceso
de validacion: como evaluamos frente a valores de re-
ferencia basales estandares (y no necesariamente ajus-
tados a la situacién urgente), el acceso a datos clinicos,
la ampliaciéon o modificacion de la peticion, la aplica-
cién de algoritmos en el entorno urgente (por ejemplo,
sepsis, etc.), la generacidon de otros test que quedan
pendientes para la rutina, etc. También es importante

Tipo de resultado

Resultado obtenido de una medicion

Visibilidad del informe
“fuera del laboratorio”

No

En determinadas
circunstancias

Validacion facultativa

Es el facultativo responsable el
que “libera” el resultado junto
con las acciones que considera
(modificacion de pruebas,
comentarios, etc.)

Autovalidado
(cumple una serie
de reglas, no requiere
revision manual)

Validacion delegada
Protocolos y reglas que autorizan
al técnico de laboratorio a permitir
la visualizacion del resultado

Visible en web o informe

Figura 1 -
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La validacion en el laboratorio de urgencias

cdmo se garantiza la trazabilidad y la visibilidad del va-
lidador o del responsable si no es la misma persona, en
la web y en el informe.

Todos estos elementos son factores de riesgo po-
tencial que deben evaluarse y valorarse a través de un
sistema de garantia de calidad documentado y monito-
rizado, sobre todo desde la perspectiva de la seguridad
del paciente (disminuir los falsos positivos y negativos).

Alternativas y soluciones

Es necesario reflexionar, definir los escenarios y las
posibilidades de que disponemos para realizar nuestra
actividad y validarla con la maxima calidad y el minimo
riesgo.

Los modernos sistemas informaticos y de ayuda a la
decision hacen posible articular escenarios concretos
que garanticen la calidad y monitoricen y registren la
responsabilidad del proceso.

Aspectos de inteligencia artificial o algoritmos com-
plejos que usan no solo datos actuales del paciente,
sino previos o de otros parametros o incluso de para-
metros no analiticos, como signos o sintomas clinicos,
motivo diagndstico de peticion (que puede ser arti-
culado como perfil de peticion o mediante preguntas
asociadas a la peticién), son elementos a explorar y a
desarrollar; y trabajando en su implementacion y desa-
rrollo, veremos que son utiles no solo en el entorno de
urgencias, sino también en la rutina y en el seguimien-
to de patologias del paciente.

Hay que incluir la accion facultativa directa en to-
das las situaciones en las que la accion del facultativo

de urgencias imprima valor en el proceso y huir (en
aras de la seguridad del paciente y de la dignidad pro-
fesional) de un simple clic rapido para “validar”

Hay situaciones especificas que nos obligaran a ha-
cer un andlisis mas concreto e identificar en qué casos
nuestra accion directa como facultativos no solo es ne-
cesaria, sino esencial: el caso de los valores criticos, el
POCT, determinados resultados que no podemos inter-
pretar en el escenario urgente y que tendran que que-
dar como informes provisionales pendientes de una
accién o andlisis posteriores, etc.

En definitiva, se trata de ser capaces de separar y de
diferenciar entre el acto fisico de pulsar una tecla y el
proceso intelectual de la validacion. Delimitar cuando
pueden realizarse de manera automatica o delegada y
cuando no.Y nunca olvidar la esencia de nuestra acti-
vidad: como queda recogido el facultativo responsable
final de la emision del resultado.

La validacion del informe representa el desenlace del
proceso diagndstico desde la perspectiva de la medici-
na de laboratorio.

Conflicto de intereses: el autor declara no tener conflicto de interes.

Santiago Prieto Menchero

Servicio de Laboratorio Clinico. Hospital Universitario
de Fuenlabrada. Fuenlabrada, Madrid.
Miembro de la Junta Directiva de la AEBM-ML
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RESUMEN

Introduccion: la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) es la principal en-
cefalopatia espongiforme transmisible humana que cursa con demencia
de progresion rapida y evolucion fatal. En la estrategia diagnostica los
biomarcadores subrogados en liquido cefalorraquideo (LCR) aportan in-
formacidn inicial de gran utilidad. EI mas utilizado ha sido la proteina 14-
3-3, pero recientemente han adquirido interés la proteina tau total (T-tau)
y su forma fosforilada (p-tau181), utilizadas ya en el diagndstico de otras
enfermedades neurodegenerativas.

Material y métodos: se ha realizado un estudio retrospectivo en el que
se ha comparado la utilidad diagndstica de la proteina 14-3-3 (Western
blot) y de las proteinas T-tau y p-tau181 (electroquimioluminiscencia) en
una cohorte de 188 pacientes con sospecha de ECJ, de los que 18 fueron
diagnosticados (10 confirmados, 7 probables y 1 posible).

Resultados: valores cualitativos (positivo/negativo) de la proteina 14-3-3
lograron discriminar a los pacientes ECJ de los no ECJ, con baja sensibili-

Conflicto de intereses: los autores declaran que no existe ningtn conflicto de interés. DOI: 10.20960/revmedlab.00177

Nafria Jiménez B, Garrido Chércoles A, Moreno lzco F Utilidad clinica de la proteina tau total y la ratio con su fraccion fosforilada en
el diagnoéstico de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob. Rev Med Lab 2023;4(1):4-11
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Utilidad clinica de la proteina tau total y la ratio con su fracciéon fosforilada
en el diagndstico de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

Keywords:

Biomarkers. Creutzfeldt-Jakob disease.
Cerebrospinal fluid. Prion. Tau protein.
RT-QuIC.

dad (61 %) y buena especificidad (98 %). En contraste, la cuantificacion de
T-tau (punto de corte: 800 pg/mL)y laratioT-tau/p-tau181 (punto de corte: 28)
mejoraron el rendimiento diagndstico de ECJ, con alta sensibilidad
(88 % y 94 %) y especificidad (97 % y 98 %), respectivamente. A partir de
los datos anteriores se propone un algoritmo diagnostico de ECJ basado
en T-tau, Tau/p-Tau181 y una prueba de confirmacién RT-QuIC (Real-Time
Quaking-Induced Conversion).

Conclusiones: las proteinasT-tau y p-tau181 son biomarcadores de prime-
ra linea con elevado rendimiento diagnéstico de ECJ. Su automatizacion
en plataformas de inmunoensayo con mejoras en la calidad analitica y en
los tiempos de respuesta incrementa su utilidad diagndstica.

ABSTRACT

Introduction: Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) is the main human transmis-
sible spongiform encephalopathy that presents with rapidly progressive de-
mentia and fatal evolution. In the diagnostic strategy, surrogate biomarkers
in cerebrospinal fluid (CSF) provide very useful initial information.The most
widely used has been the 14-3-3 protein, but recently the total tau protein
(T-tau) and its phosphorylated form (p-tau181) have gained interest, already
used in the diagnosis of other neurodegenerative diseases.

Material and methods: in this retrospective study we compare the diag-
nostic performance of the 14-3-3 protein (Western blot) with that of T-tau
and p-tau181 proteins (electrochemiluminescence) in a cohort of 188 sus-
pected CJD patients of which 18 were diagnosed (10 confirmed, 7 proba-
ble, one possible).

Results: qualitative values (positive/negative) of the 14-3-3 protein were able to
discriminate CJD from non-CJD patients, with low sensitivity (61%) and good
specificity (98 %). In contrast, Ttau quantification (cut-off 800 pg/mL) and T-tau/
p-tau181 ratio (cut-off 28) improved CJD diagnosis, with high sensitivity (88 %
and 94 %) and specificity (97 % and 98 %), respectively. Based on the above
data, a CJD diagnostic algorithm based on T-tau, tau/p-tau181 and the confir-
mation test RT-QuIC (Real-Time Quaking-Induced Conversion) is proposed.

Conclusions: CSF T-tau and p-tau181 proteins are first-line biomarkers
with elevated diagnostic accuracy for CJD. Its automation in immunoas-
say platforms with improvements in analytical quality and response times
increases its diagnostic utility.

INTRODUCCION

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob es la forma mas
comun de EETH (~90 % de los casos), con una inciden-

Las encefalopatias espongiformes transmisibles
humanas (EETH) o prionopatias constituyen un gru-
po raro de enfermedades neurodegenerativas mor-
tales que representan un importante problema de
salud publica (1). En la actualidad, en humanos, se
incluyen la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ),
el insomnio familiar fatal, el sindrome de Gerst-
mann-Straussler-Scheinker y el kuru. Todas ellas se
caracterizan por la conversion de la proteina pridnica
monomeérica celular (PrPC) en multimeros con una
conformacion alterada y anormalmente plegados,
denominados colectivamente proteina pridnica scra-
pie (PrPSc), que es capaz de autoagregarse y deposi-
tarse en cerebro (2).

cia anual de aproximadamente 1,5-2,0 casos por millon
de habitantes (1). La ECJ puede ser de origen genético
(gECJ), iatrogénico (iECJ) o esporadico (sECJ). Este ul-
timo es el caso mas frecuente, con una supervivencia
media de 4 a 6 meses (3).

El diagndstico de ECJ supone un reto dada la hete-
rogeneidad de sintomas que pueden aparecer (como
demencia de rapido empeoramiento, mioclonias, tras-
tornos de la visidén o trastornos piramidales/extrapira-
midales) y que se superponen, especialmente al inicio,
con los cuadros de otras demencias rapidamente pro-
gresivas (4). En este sentido, el diagndstico debe res-
paldarse con las pruebas de imagen disponibles, tales
como electroencefalograma (EEG) o resonancia mag-
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nética nuclear (RMN), y el analisis de biomarcadores
en LCR (5). No obstante, el diagnédstico definitivo, si-
guiendo los criterios actualizados del Grupo Europeo
de Vigilancia de EETH, requiere una autopsia o biop-
sia del tejido cerebral para su estudio anatomopato-
l6gico (6,7).

La introduccion de los biomarcadores en LCR en los
laboratorios clinicos ha contribuido a mejorar el diag-
nostico ante mortem de la EJC. Dentro de estos, cabe
distinguir los biomarcadores subrogados de primera
linea, las proteinas 14-3-3, T-tau y su forma fosforilada,
que indican dano en el tejido cerebral, aunque no estan
implicados en la patogénesis directa de la enfermedad,
y un biomarcador especifico, RT-QuIC (Real-Time Qua-
king-Induced Conversion), que se utiliza para aumentar
la certeza diagnostica de ECJ (8).

La proteina 14-3-3 se incluyo en los criterios diagnoés-
ticos de seCJ por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 1998, ya que se libera en el LCR ante la rapida
muerte neuronal que caracteriza a esta enfermedad (9).
La sensibilidad y la especificidad medias encontradas
para ECJ son de alrededor del 80-90 %, de manera que
incrementos de esta proteina también pueden asociar-
se a otras afecciones neurolégicas, tales como la en-
cefalitis herpética, la isquemia cerebral, la enfermedad
de Alzheimer (EA) o la degeneracién frontotemporal,
entre otras (10). Para su medicion, existen dos tipos de
metodologias. Una esta basada en la separacién elec-
troforética en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
soédico (SDS-PAGE) y deteccion cualitativa por Western
blot. Es una técnica manual que plantea problemas de
reproducibilidad y esta sujeta a interferencias analiti-
cas (por ejemplo, muestras de LCR hematicas), lo que
dificulta su acreditacion por la norma 1SO15189. La
otra, propuesta como alternativa y basada en la me-
todologia ELISA, ha tenido una baja implantacion en
los laboratorios clinicos por falta de estandarizacion y
apenas se han desarrollado kits comerciales (11).

Como alternativa, la proteina T-tau es un biomarca-
dor de muerte neuronal que se ha asociado a EA, pero
también se eleva en LCR en la ECJ y, de hecho, en una
mayor proporcion. De hecho, se han descrito valores
de hasta 41 veces mayor que en controles normales
(12). Asimismo, la relacion de tau total y su fraccién
fosforilada (p-tau181) ha demostrado que es capaz de
mejorar significativamente la discriminacién de ECJ
de otras demencias, incluso de la EA. Esto puede re-
flejar el rédpido proceso de degeneracion axonal que
incluye la ECJ, lo que conduce a una liberacion ex-
cesiva de la proteina, pero que no se acompana con
el grado de fosforilacién. Ademas, a diferencia de la
proteina 14-3-3, la proteina tau aumenta al inicio de
los signos clinicos (13).

Los métodos iniciales para la cuantificacion de tau
total y p-tau181 se han basado en la metodologia ELI-
SA, en la que la mayoria de los estudios realizados han
informado de una buena sensibilidad (75-97 %) y espe-
cificidad (87-95 %) para seCJ (14). Algunos estudios tam-
bién han definido una concentracién umbral para guiar
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el diagndstico de entre 1200 y 1300 ng/L (13,15). Sin
embargo, ultimamente estas pruebas se han adaptado
a plataformas de inmunoensayo con marcaje quimio-
luminiscente (ECLIA) automatizados con mejores pres-
taciones analiticas y tiempos de respuesta (16), pero
que requieren actualizar los puntos de corte de deci-
sion clinica.

Por su parte, el ensayo RT-QuIC se basa en la am-
plificacion de la forma PrPSc presente en el LCR y se
considera la prueba de referencia ante mortem. Se ha
propuesto como una de las pruebas con mejor enfo-
que diagnéstico de ECJ, ya que diversos estudios han
demostrado que presenta una sensibilidad y una espe-
cificidad de hasta el 96 % y el 100 %, respectivamente
(8). Sin embargo, la implementacion de RT-QulC como
prueba de deteccién de primera linea para la ECJ es
muy exigente en términos de disponibilidad de recur-
sos, tanto por los elevados costes de reactivo y reque-
rimiento de equipo especializado como por los niveles
de bioseguridad de un laboratorio P3 (14). Por lo tanto,
esta prueba quedaria relegada a laboratorios especiali-
zados que recibirian peticiones y muestras de LCR para
confirmar resultados realizados por biomarcadores su-
brogados.

Con esta perspectiva, el objetivo de nuestro estudio
fue evaluar la utilidad diagndstica de las pruebas tau to-
tal y la ratioT-tau/p-tau181 en pacientes con sospecha de
ECJ en la practica hospitalaria habitual, estableciendo,
por una parte, los puntos de corte con mejor rendimien-
to diagnéstico y, por otra, combinarlas con RT-QuIC para
proponer un algoritmo que facilite un enfoque inicial
efectivo y temprano en el diagnéstico de ECJ.

MATERIALY METODOS
Poblacion de estudio

En este estudio retrospectivo se incluyeron 188 pa-
cientes durante el periodo de enero del 2018 a agos-
to del 2021 cuyas muestras de LCR fueron remitidas a
nuestro laboratorio desde los servicios de neurologia
del area sanitaria de Guipuzcoa (Pais Vasco, Espana)
ante la sospecha clinica o con el fin de descartar ECJ.
En cada muestra de LCR se analizé la presencia de la
proteina 14-3-3 y se cuantificaron las proteinas T-tau y
p-tau181.

El diagnostico de ECJ lo realizd un especialista en
neurologia en funcién de los datos o de criterios cli-
nicos, de las pruebas de imagen (EEG, RMN), de los
biomarcadores en LCR y, en algunos casos, de estudio
anatomopatolégico. De esta manera, los pacientes se
clasificaron siguiendo los criterios diagndsticos esta-
blecidos por el Grupo de Trabajo para la Vigilancia de
EETH en Espana y de acuerdo con las recomendacio-
nes del Grupo Europeo (6). Estos grados de certeza
diagnéstica para la estadificacion de la ECJ son los si-
guientes (7):

Caso posible: demencia rapidamente progresiva jun-
to con dos criterios clinicos (mioclonias, alteraciones
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visuales o cerebelosas, sintomas piramidales o extra-
piramidales y mutismo acinético) y duracion inferior a
dos anos.

Caso probable: demencia rapidamente progresiva
junto con dos criterios clinicos (mioclonias, alteracio-
nes visuales o cerebelosas, sintomas piramidales o
extrapiramidales y mutismo acinético) y una prueba
de imagen tipica de ECJ (aparicion en el EEG de com-
plejos periédicos de onda corta [PSWC], o en la RMN
cerebral, de anomalias de alta senal en los nucleos cau-
dado y putamen o en al menos dos regiones corticales
en técnica de difusién por resonancia magnética (DWI)
0 en recuperacion de la inversion atenuada de fluido
(FLAIR) o una prueba positiva de biomarcadores en
LCR (proteina 14-3-3 o RT-QuIC).

Caso confirmado: ademas de los criterios para un
caso probable, debe confirmarse por autopsia o biop-
sia cerebral mediante anatomia patoldgica o inmuno-
histoquimica de PrPSC.

Muestras de LCR y analisis de biomarcadores

Las muestras de LCR se obtuvieron mediante pun-
cion lumbar, a nivel L3/L4 o L4/L5, siguiendo los pro-
cedimientos estandarizados. Las muestras de LCR se
recogieron en tubos de ensayo de polipropileno (Sars-
tedtTM), se enviaron al laboratorio dentro de las 4
horas posteriores a la recoleccién y se centrifugaron
(4000 g, 10 min, 4 °C). Los sobrenadantes se dividieron
en alicuotas de 1,5 mL en tubos de ensayo de polipro-
pileno (Sorenson Bioscience) y se congelaron (-40 °C)
hasta su posterior analisis.

La deteccion de la presencia de proteina 14-3-3 en LCR
se realiz6 mediante electroforesis por SDS-PAGE/Inmu-
noblot usando los reactivos de la casa comercial Invitro-
gen (ThermoFisher). Para cada serie, el ensayo se valido
aplicando un patrén o estandar de tamano de proteinas
en el rango 3,5-260 KDa y controles positivo y negativo.

La cuantificaciéon de los biomarcadores (T-tau y
p-tau181) en LCR se realiz6 mediante ECLIA acoplado a
las plataformas cobas €801 y e601 (Roche®). La impre-
cision interserial, expresada como coeficiente de varia-
cién, estuvo alineada con la indicada por el fabricante
del método, que fue inferior a un 3 % en los niveles de
concentracion de utilidad clinica. Estas dos pruebas es-
taban incluidas en la participacion del programa externo
de la calidad (EQA) para biomarcadores en LCR orga-
nizado porThe Alzheimer’s Association. En la compara-
cién entre laboratorios, se marcé como objetivo que la
desviacion de los resultados con respecto a la media del
grupo par estuviera comprendida entre 2 SD.

Por su parte, y debido a que el ensayo RT-QuIC
solo estuvo disponible al final del periodo de inclu-
sion de los pacientes, se realizd en un numero re-
ducido de casos utilizando como sustrato proteina
pridénica recombinante de hamster truncada (ensayo
de segunda generacion). El analisis se llevo a cabo
en un laboratorio de referencia a nivel estatal.

Analisis estadistico de los datos

Todos los procedimientos estadisticos se realizaron
utilizando el programa IBM SPSS Statistics version 22.

La distribucion de valores de los biomarcadores en
nuestra muestra, estudiada mediante la prueba de nor-
malidad de Kolmogorov-Smirnow, no seguia una dis-
tribucion normal. Por ello, los datos se presentan como
mediana y rango intercuartilico. Resultados de T-tau
obtenidos en el autoanalizador como > 1300 pg/mL no
pudieron diluirse en el momento del estudio y se consi-
deraron como 1300 con el fin de poder realizar los cal-
culos. Para evaluar las diferencias entre los dos grupos
(ECJ y no-ECJ), se utilizaron las pruebas no paramétri-
cas de U de Mann-Whitney en las variables continuas
y de x? para las variables categoricas (sexo y positividad
de la proteina 14-3-3). Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas a valores de p < 0,05.
Para calcular la sensibilidad y la especificidad y demos-
trar los valores discriminatorios de los biomarcadores,
se llevaron a cabo las curvas ROC (acronimo de Recei-
ver Operating Characteristic o caracteristica operativa
del receptor). El area bajo la curva ROC (AUC) con los
intervalos de confianza acordes del 95% (IC 95 %) se
considerd6 como medida para la exactitud diagnodstica
y los puntos de corte 6ptimos de T-tau y p-tau181 se
calcularon utilizando el indice de Youden.

La solicitud facultativa de los biomarcadores en LCR
lleva implicito el consentimiento informado del pacien-
te y la autorizacion por el comité de ética para realizar
la puncién lumbar y la interpretacién clinica de los re-
sultados con fines diagndsticos.

RESULTADOS

Datos demograficos y biomarcadores del LCR

Se incluyeron un total de 188 pacientes, de los que 18
resultaron finalmente clasificados como ECJ. No hubo
diferencias con respecto a la edad y al sexo entre los
casos de ECJ y los casos sin ECJ (Tabla ).

Como era de esperar, la proporcion de pacientes con
proteina 14-3-3 positiva fue de un 66,67 % y 0,5 % para
los grupos ECJ y no ECJ, respectivamente (p < 0,005).
En cuanto a los otros biomarcadores del LCR estudia-
dos, los niveles de T-tau fueron significativamente ma-
yores en el grupo de ECJ, mientras que los niveles de
la fraccion fosforilada fueron similares entre ambos
grupos. La relaciénT-tau/p-Tau181 mostré mayor capa-
cidad discriminante.

De los once casos que pudo realizarse de RT-QuIC,
fue positivo en ocho de ellos. De los tres restantes, dos
casos se clasificaron finalmente como no ECJ y el otro
en un caso, de probable origen genético.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con diag-
nostico de ECJ se muestran en la tabla Il. Entre estos pa-
cientes, el diagnostico de ECJ se confirmé mediante un
examen anatomopatoldgico post mortem en diez casos.
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Tabla I.

Variables demograficas y resultados de biomarcadores en los grupos estudiados ECJ y no CJ

Diagnéstico No ECJ (n = 170) ECJ (n=18) P
Edad (anos), mediana (IQR) 72,00 (15,0) 69,00 (17,0) 0,457
Hombres (%) 114 (84,7 %) 9 (50 %) 0,329
Proteina 14-3-3 positiva (%) 1 (0,58 %) 12 (66,67 %) <0,0001*
T-tau (pg/mL), mediana (IQR) 202,50 (155,7) 1300,00 (276,0) <0,0001*
p-tau181 (pg/mL), mediana (IQR) 17,88 (17,7) 19,50 (17,5) 0,342
Ratio T-tau / p-tau181, mediana (IQR) 11,24 (3) 41,90 (47,1) <0,0001*
RT-QuIC (positivo/realizados) 0/2 8/9 =

IQR: rango intercuartilico. *Resultados estadisticamente significativos considerados con p< 0,05.

Tabla Il.
Grados de certeza diagnostica del grupo ECJ

Diagnéstico ECJ Posible Probable Confirmado
Casos totales (n) 1 7 10
Edad (afnos), mediana (IQR) 82 63,5 (22) 72,0 (12)
EEG tipico (%) 0 2 (28,57 %) 8 (80 %)
RMN cerebral tipica (%) 1 6 (85,71 %) 9 (90 %)
Proteina 14-3-3 positiva (%) 1 4/7 (57,14 %) 6/9 (66,67 %)
RT-QuIC positivo - 3/4 (75 %) 5/5 (100 %)

6 MM/MV1

Tipo histolégico - 11ns 2-OPRI ZMTQ%“N

1 gCJ (PRNP-E200K)

gCJ: Creutzfeldt-Jakob genético; EEG: electroencefalograma; RMN: resonancia magnética nuclear.

Nueve de ellos se clasificaron como ECJ esporadica
y uno como caso genético con la mutacion mas fre-
cuente E200K en el gen PRNF Casi todos estos casos
confirmados de ECJ presentaron una RMN tipica y la
mayoria de ellos, un EEG tipico, aunque el caso gené-
tico no. Los otros ocho casos (posible y probables) no
pudieron confirmarse, ya que no se dispuso del con-
sentimiento para realizar la autopsia.

Exactitud diagndstica de los biomarcadores
del LCR

Se realizé un analisis de curvas ROC para evaluar
la exactitud diagnostica de los biomarcadores T-tau
y p-tau181 en LCR para distinguir a los pacientes cla-
sificados con ECJ de los no ECJ (Fig. 1). Como pue-
de visualizarse, el biomarcador subrogado en LCR
mas exacto para el diagnodstico de ECJ fue la ratio
T-tau/p-tau181. Por su parte, la curva ROC de T-tau
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Figura 1 - Anélisis mediante curvas ROC de T-tau, p-taul81 y
su ratio. Los segmentos de diagonal se generaron mediante
empates.
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también muestra buena sensibilidad y especificidad,
pero no asi la fraccion fosforilada por si sola. Es-
tos resultados se confirmaron en el analisis de areas
bajo la curva (AUC), en el que se seleccionaron los
puntos de corte Optimos, basados en el indice de
Youden, para cada biomarcador (Tabla Ill). Por ulti-
mo, al comparar la sensibilidad y la especificidad de
la proteina 14-3-3 frente a la ratio T-tau/p-tau181 se
observa que para esta ultima los puntos de corte 25
y 28 ofrecen una sensibilidad superior a la proteina
14-3-3 (Tabla 1V).

Algoritmo diagnostico

A raiz de estos resultados construimos este algoritmo
de decision clinica en el que se proponen las proteinas
T-tau y p-tau181 como pruebas de deteccidn rapida de
primera linea (Fig. 2). De tal manera que, si un paciente
con sospecha clinica de ECJ presenta una concentra-
cion superior deT-tau o de la ratio con su fraccion fos-
forilada superiores a los puntos de corte establecidos,
se continuaria con la prueba de referencia RT-QulC para
otorgar un diagndstico de ECJ con muy alta probabili-

Tabla IlI.

Exactitud diagnostica de ECJ de los biomarcadores en LCR y puntos de corte optimos

Biomarcador AUC IC 95 % Punto de corte Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Ratio T-tau/ p-tau181 0,983 0,953-0,996 28 94 98
T-tau 0,931 0,885-0,963 800 pg/mL 88 97
p-tau181 0,570 0,496-0,642 16 pg/mL 77 43

Tabla IV.

Analisis de sensibilidad y especificidad de la proteina 14-3-3 y diferentes puntos de corte de ratio T-tau/ p-tau181

Sensibilidad (%) Especificidad (%)

Proteina 14-3-3 61,12 99,50
Ratio T-tau/ p-tau181 (Punto de corte 25) 94,12 97,67
Ratio T-tau/ p-tau181 (Punto de corte 28) 94,12 98,3
Ratio T-tau/ p-tau181 (Punto de corte) 70,58 98,83

Sospecha clinica ECJ

~

T-Tau > 800 pg/mL o
T-Tau/p-Tau,,, > 28

Negativo

Positivo l

A 4

ECJ improbable |<= No <—

ECJ probable
A confirmar con biopsia o autopsia

Seguimiento clinico
Otras enfermedades neurodegenerativas

Figura 2 — Algoritmo diagndstico basado en los biomarcadores subrogados tau total y la ratio con su fraccion fosforilada, segui-
dos de RT-QuIC.
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dad (a la espera de confirmacion con biopsia). Por el
contrario, si no se alcanzasen los puntos de corte es-
tablecidos, se informaria como ECJ improbable. Todo
ello bajo un seguimiento clinico muy exhaustivo.

CONCLUSION

En este trabajo nuestro objetivo fue estudiar la uti-
lidad diagnostica de las proteinas T-tau, p-tau181 y su
ratio en una cohorte de pacientes remitidos al labora-
torio por sospecha de ECJ. Con este fin, proporciona-
mos una investigacion sobre el rendimiento de dichos
biomarcadores en LCR y establecemos unos puntos
de corte 6ptimos para discriminar con exactitud en-
tre casos de ECJ (incluidos los casos patologicamente
confirmados, clinicamente definidos y probables) y los
pacientes sin ECJ.

El diagnodstico de ECJ presenta una progresion muy
rapida y muchos sintomas se superponen con otras en-
fermedades neurodegenerativas (17). Por ello, el empleo
de los biomarcadores subrogados aportaria utilidad diag-
nostica en las fases mas tempranas de la enfermedad.
La proteina 14-3-3 ha sido el biomarcador subrogado de
LCR mas utilizado. Sin embargo, en nuestro estudio ob-
tenemos una baja sensibilidad que contrasta con algunos
estudios previos (10,13,18) que aportan que la proteina
14-3-3 tiene una sensibilidad mas elevada para ECJ,
aunque baja especificidad. Una de las razones proba-
blemente esté relacionada con el uso del Western blot
como técnica mas empleada para su determinacion.
Este método, con resultados semicuantitativos, se ve
interferido positivamente por las altas concentraciones
de proteina o hematies en el LCR y, ademas, puede ver-
se afectado por las interpretaciones visuales subjetivas
(19). También se ha informado de que la heterogeneidad
de la ECJ parece influir en los resultados diagndsticos,
aunque la razén precisa aun no esta clara en la actuali-
dad (20).

Por el contrario, la proteina tau no esta presente en
hematies y los métodos para su medicion se han ba-
sado en métodos inmunoquimicos cuantitativos (21).
Varios estudios han informado de una sensibilidad y
de una especificidad de la ratio T-tau/p-tau181 supe-
riores a la prueba 14-3-3 (10, 22). En nuestro trabajo,
también observamos mediante el analisis de curvas
ROC que la combinacién de la cuantificacién de T-tau
y su relacién con la fraccion fosforilada presentan un
aumento de la exactitud diagndstica. Asimismo, esta-
blecimos los puntos de decision éptimos, obteniendo
un valor de T-tau de 800 pg/mL o una ratio T-tau/p-
tau181 mayor de 28. Estos puntos son semejantes a
otros que se han descrito, aunque no se han unificado
ni estandarizado dichos limites (23).

Otra ventaja de la ratio T-tau/p-tau181 es la posibili-
dad de calcularla con resultados obtenidos mediante
métodos quimioluminiscentes automatizados en pla-
taformas de inmunoensayo habituales en los labora-
torios clinicos, lo que facilita su estandarizacion y la
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mejora en el tiempo de respuesta (24). En concreto,
el tiempo de respuesta en nuestro laboratorio para la
proteina 14-3-3 es de aproximadamente 21 dias frente
a los 7 dias para Ttau o p-tau181 por término medio,
pero teniendo en cuenta que pueden proporcionarse
tiempos de respuesta preferentes de uno o dos dias si
la situacidn clinica del paciente lo requiere.

En vista de todos estos resultados, junto con la rapi-
da evolucion y el mal pronéstico de la ECJ en muchos
casos, se propone un algoritmo basado en la combina-
cién de la pruebaT-tau y de la ratio T-tau/p-tau181 como
prueba de primera linea, seguida del ensayo RT-QuIC
como prueba confirmatoria de un resultado positivo.
La aplicacion de este algoritmo en la practica clinica
puede aportar ventajas en el enfoque diagndstico y en
el manejo asistencial de los pacientes.

La principal limitacién de nuestro estudio esta rela-
cionada con el numero relativamente pequeho de ca-
sos de ECJ. Sin embargo, hemos incluido un namero
de muestras mucho mas elevado y procedentes de una
situacion clinica real ante signos o sintomas clinicos
que sugieren una enfermedad neurodegenerativa, con
la aceptacién del compromiso ético-legal de realizar
una puncion lumbar. Por lo tanto, a diferencia de com-
parar ECJ frente a otras patologias no neuroldgicas, en
nuestro estudio la cohorte es representativa de la prac-
tica hospitalaria, limitandose el sesgo.

Hay que mencionar que los nuevos analisis de la
proteina tau en sangre representan un nuevo enfoque,
con resultados alentadores en cuanto a la correlacion
LCR-plasma (25). Sin embargo, el nivel plasmatico de
tau se cuantifica actualmente utilizando ensayos comer-
ciales de uso exclusivo de investigacion, por lo que aun
no puede ponerse en practica en la rutina hospitalaria.

En conclusion, nuestros resultados muestran que
la cuantificacion de la proteina T-tau y la relacion con
su fraccion fosforilada en LCR ofrece una mayor sen-
sibilidad y especificidad que la proteina 14-3-3 para el
diagnodstico ante mortem de ECJ. Asimismo, su deter-
minacion puede implementarse facilmente en la prac-
tica clinica de cualquier laboratorio no especializado
y establecerse como enfoque inicial efectivo y precoz
antes de la prueba de confirmacion RT-QulC en la estra-
tegia diagnostica de ECJ.
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RESUMEN

Introduccion: las encefalopatias espongiformes transmisibles constituyen
un grupo de enfermedades de baja incidencia caracterizadas por deposi-
tos neuronales de proteina prionica mal plegada que cursan con una de-
mencia de progresién rapida. Actualmente no existen terapias eficaces y
su evolucion es fatal. Los criterios diagndsticos incluyen una combinacién
de sintomas neuroldgicos, pruebas de neuroimagen y biomarcadores del
liquido cefalorraquideo (LCR). Sin embargo, existen algunas controversias
sobre el valor clinico de estas pruebas y el diagndstico definitivo sigue
requiriendo la confirmacidén neuropatoldgica mediante biopsia cerebral.

Objetivo: el objetivo de esta revision es presentar una actualizacion de la
utilidad clinica de los principales biomarcadores disponibles para el diag-
nostico de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ).

Material y métodos: los ultimos avances en las pruebas de diagndstico
han llevado a una deteccion cada vez mas especifica de la ECJ. En concre-
to, el ensayo de conversién inducida por temblor en tiempo real (RT-QuIC)
presenta la misma sensibilidad con una mayor especificidad que los me-
jores biomarcadores sustitutos en LCR.

Conclusion: la inclusion de RT-QuIC en los criterios diagnosticos de la ECJ,
junto con las caracteristicas clinicas y anomalias sugestivas en las inves-
tigaciones de apoyo, como el electroencefalograma, la resonancia y los
biomarcadores en LCR, han constituido un importante avance para el es-
tudio pre mortemy las nuevas estrategias terapéuticas.
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ABSTRACT

Introduction: transmissible spongiform encephalopathies are a group of
low-incidence diseases characterized by neuronal deposits of misfolded
prion protein, which present with rapidly progressing dementia. Currently
there are no effective therapies and its evolution is fatal. Diagnostic crite-
ria include a combination of neurological symptoms, neuroimaging tests,
and cerebrospinal fluid (CSF) biomarkers. However, there is some contro-
versy about the clinical value of these tests and the definitive diagnosis
still requires neuropathological confirmation by cerebral biopsy.

Objective: the objective of this review is to present an update on the clini-
cal utility of the main biomarkers available for the diagnosis of Creutzfeldt-
Jakob disease (CJD).

Material and methods: recent advances in diagnostic tests have led to
increasingly specific detection of CJD. Specifically, the Real-time quak-
ing-induced conversion (RT-QuIC) has the same sensitivity with higher
specificity than the best surrogate biomarkers in CSF

Conclusion: the inclusion of RT-QuIC in the diagnostic criteria for CJD,
together with the clinical characteristics and suggestive abnormalities in
supporting investigations, such as electroencephalogram, MRI, and bi-
omarkers in CSF, has constituted an important advance for pre-mortem

study. And new therapeutic strategies.

INTRODUCCION

Las encefalopatias espongiformes transmisibles
(EET), también denominadas enfermedades prionicas
o prionopatias, constituyen un grupo raro de enferme-
dades neurodegenerativas mortales en humanos y en
diversas especies animales (1).

Como grupo, las EET comparten el mismo meca-
nismo patolégico por la deposicién y el acuimulo de
proteinas pridnicas mal plegadas en el cerebro. El
término prion fue acunado originalmente en 1982 por
el estadounidense Stanley Prusiner para definir estas
particulas infecciosas. Durante sus estudios demostro
que su composicion era exclusivamente de naturaleza
proteica, sin acidos nucleicos, pero con capacidad de
replicacion y transmisioén, trabajo por el que fue galar-
donado con el Premio Nobel de Medicina en 1997 (2).
No obstante, las EET ya se habian descrito en el ga-
nado ovino y caprino por ganaderos europeos como
scrapie o tembladera desde hace al menos dos siglos.

Los sintomas iniciales de las EET suelen ser inespe-
cificos, comunes con otras afecciones neuropsiquiatri-
cas, lo que dificulta su diagnodstico (3). Sin embargo,
generalmente se presentan como demencias progresi-
vas de evolucion fatal cuyas principales manifestacio-
nes clinicas incluyen ataxia, mioclonias, crisis motoras,
parestesias y signos vegetativos (4). Asimismo, com-
parten ciertas caracteristicas neuropatoldogicas, como
una pérdida neuronal con cambios espongiformes y
gliosis, junto con depodsitos de proteina pridnica resis-
tente a la proteasa. En contraste con otras enferme-

dades neurodegenerativas, el periodo entre el inicio
de los sintomas y la muerte del paciente suele ocurrir
aproximadamente dentro del primer ano, lo que las
convierte en demencias con progresién rapida (5).

En la actualidad no existe ningun tratamiento que
pueda revertir o detener el progreso de la neurode-
generacion asociada a las EET humanas, por lo que
el objetivo de las terapias es paliar los sintomas (1).
A pesar de ello, y de las dificultades de deteccion en
fases tempranas, la combinacion de criterios clinicos,
de pruebas de imagen y de biomarcadores en fluidos
bioldgicos permite llegar a un diagndstico pre mortem
posible o probable. La aparicion de nuevos biomarca-
dores y los avances en las metodologias analiticas jus-
tifican el interés de actualizarlos con el fin de valorar su
posible implantacién en la practica clinica.

LA PROTEINA PRIONICA

El evento distintivo de todas las EET es la conversion
de laisoforma normal de la proteina priénica monomé-
rica celular (PrPC) en multimeros con conformacion
alterada y anormalmente plegados, denominados co-
lectivamente proteina pridnica scrapie (PrPSc) (6).

La forma no patogénica PrPC es una glicoproteina que
se encuentra de forma constitutiva en la superficie de
muchas células, particularmente en las neuronas del sis-
tema nervioso central (SNC). Aunque no se conoce por
completo su funcidn, se cree que participa en la sinapsis
y en la supervivencia celular, actuando como un recep-
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tor de cobre en la hendidura sinaptica (7). Esta isoforma
PrPC consta de una cadena peptidica con una region
N-terminal con cinco secuencias repetitivas, una region
central hidrofébica, una regiéon C-terminal con 3 héli-
ces-a y su punto de anclaje a la membrana por un gru-
po glicosil-fosfatidilinositol. Aunque la secuencia es la
misma, diversos estudios muestran que en la PrPSc se
produce un cambio en la conformacion tridimensional y
una digestion parcial que la convierten en una isoforma
andémala (8). Esta estructura peculiar, con una enorme
proporcion de ldminas B, es la que le permite autopro-
pagarse induciendo el replegamiento de las PrPC nor
males a la conformacién anormal, lo que favorece su
transmision por el SNC (9). Ademas, esta diferencia es-
tructural es la que, a diferencia de la PrPC, determina
el caracter insoluble de la proteina pridnica anormal y
su resistencia a proteasas y métodos de desinfeccion
(como altas temperaturas, presiones, ultrasonidos, ra-
diacién ultravioleta, etanol y formol) (10). Asimismo, la
isoforma patoldgica PrPSc tiene tendencia a la agrega-
cion extracelular, formando fibrillas y placas amiloides
que se depositan y se acumulan sobre todo en el ce-
rebro. Como consecuencia, se produce la degeneracion
neuronal acompanada de un cambio de aspecto espon-
giforme, apariencia que dio nombre a estas enfermeda-
des, y las propiedades neurotoxicas caracteristicas (11).

Hay que destacar que esta teoria supone la existen-
cia de dos plegamientos para una Unica secuencia de
aminoacidos y, lo que resulta mas interesante, que
el replegamiento de la PrPC normal por accion de la
PrPSc sugiere un flujo de informacion de una proteina
a otra a nivel de la estructura terciaria y no en el ma-
terial genético. Por tal motivo, los priones constituyen
agentes patdgenos no convencionales que contradicen
el dogma central de la biologia (Fig. 1).

En lo que respecta al gen que codifica dicha proteina
pridnica, en humanos esté localizado en el brazo cor-
to del cromosoma 20 (20pter-12) y se denomina PRNP.
Contiene 16 Kb, dos exones, un intrén y una region rica
en GC en el extremo 5 del sitio de inicio de transcrip-
cioén. A pesar de su alta conservacién en mamiferos,
se han descrito mas de 50 mutaciones deletéreas, asi
como deleciones o inserciones de octapéptidos en la
region codificante del gen (13). Cabe senalar la impor-
tancia del polimorfismo en el codén 129 (rs1799990),
que se traduce en los aminoacidos metionina (M) o va-
lina (V), tanto para la susceptibilidad a las EET huma-
nas como para la expresion de su fenotipo clinico (14).

CLASIFICACION DE LAS ENCEFALOPATIAS
ESPONGIFORMES TRANSMISIBLES

Para facilitar su estudio, las EET se han clasificado en
funcion de su via patogénica: pueden ser espontaneas,
hereditarias o adquiridas. En la actualidad, en huma-
nos, se incluyen la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
(ECJ), el insomnio familiar fatal (FFI), el sindrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) y el Kuru.

[Rev Med Lab 2023:4(1):12-23]

Figura 1 — Mecanismo de conversion y autopropagacion de la
isoforma normal PrPC en multimeros de la proteina pridnica
PrPSc. Una unidad de PrPc forma un complejo con PrPSc, el
cual induce su cambio conformacional a una estructura rica
en laminas f. Coloracion: hélices o en azul y laminas f en na-
ranja (elaboracion propia).

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

En 1920 los neurélogos alemanes Creutzfeldt y Jakob
fueron los que registraron los primeros casos de esta EET.
Adoptaron ambos apellidos para su denominacion (15).

ECJ esporadica (sECJ): se trata de la forma mas fre-
cuente de ECJ (90 % de los casos), con una incidencia
anual de 1-1,5 casos por millon habitantes. Aunque el
mecanismo de adquisicion sigue siendo desconocido,
se han planteado dos hipotesis: bien una conversion
espontanea de PrPC en la proteina patéogena PrPSc o
bien una mutacion somatica (no gendmica) del gen
PRNP Asimismo, se clasifica en 6 subtipos clinico-pa-
toldégicos distintos: MM1, MV1, VV1, MM2, MV2 y VV2
(16). Estos se determinan por el genotipo (M/V) en el
coddén polimoérfico 129 del gen PRNP y por el peso
molecular (tipo 1 ~21kDa o tipo 2 ~19kDa) de la banda
migrada en Western blot del nucleo resistente a la pro-
teinasa K de la PrPSc. El cuadro clinico clasico es un
deterioro cognitivo rapidamente progresivo. La fase de
inicio se caracteriza por alteraciones cognitivas (pérdi-
da de memoria y falta de concentracién), paranoias y
labilidad emocional. A posteriori, destacan la encefalo-
patia mioclonica subaguda (70 % de pacientes), la afec-
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tacion visual o cerebelosa, mala coordinacion y signos
piramidales o extrapiramidales (17). También hay que
mencionar una de las presentaciones mas peculiares
que ocurre en la variante Heidenhain, con sintomas vi-
suales aislados, pero sin ninguna enfermedad ocular,
que pueden persistir de forma aislada durante sema-
nas sin signos motores (18). En la mayoria de los casos
la sECJ aparece en torno a los 65 anos y la superviven-
cia es muy corta (4-6 meses).

ECJ iatrogénica (IECJ): la transcendencia de la iECJ
radica sobre todo en su forma de transmision, aunque
afortunadamente su incidencia (< 1 %) ha disminuido
considerablemente gracias a las practicas de control
de infecciones. Dicha transmision adquirida entre hu-
manos puede ocurrir por: inoculacion directa (transfu-
siones de sangre o con instrumentos de neurocirugia
contaminados), trasplante de tejidos (duramadre bio-
l6gica infectada o cornea) o por tratamientos con hor-
mona de crecimiento u otras hormonas derivadas de
la glandula pituitaria de cadaveres portadores (19). Las
manifestaciones clinicas son muy similares a la seCJ,
si bien la infeccion periférica con hormona de creci-
miento se caracteriza por la aparicion temprana del
sindrome cerebeloso, que afecta primero a la marcha.

ECJ genética (gECJ): esta es la forma genética o fami-
liar de la ECJ (10-15 % de todos los casos) y esta causada
por mutaciones, inserciones o deleciones del gen PRNP
El patron de herencia es autosémico dominante (AD),
con penetrancia muy alta o completa dependiendo de la
mutacién. En concreto, las mutaciones E200K, D178N,
P102L, V210l y la insercion de 5-octopéptidos suponen
mas del 95 % del total. De estas, la mas comun es la sus-
titucion de acido glutamico por lisina (GAG — AAG) en
el codon 200 (E200K) (20). El debut clinico es muy simi-
lar al de la seCJ, con ataxia cerebelosa de forma progre-
siva. Destacan también las mioclonias y la demencia. La
edad de presentacion es muy variable y la supervivencia
en general, mayor (de 1-5 anos).

ECJ variante (vECJ): como consecuencia de la epide-
mia de la encefalopatia espongiforme bovina (EET), que
afecto principalmente a las vacas del Reino Unido entre
1985 y 1995, se reportaron los primeros casos de esta
forma atipica en humanos, denominada variante por-
que las manifestaciones clinicas no coincidian del todo
con los tres tipos conocidos hasta entonces. Esta nueva
forma de enfermedad pridnica, también conocida como
mal de las vacas locas, se debe a la ingesta de carne de
vacuno infectado (21). A pesar de su especial relevancia
debido a su caracter zoonético, la rapida actuacion en
los protocolos de seguridad y de vigilancia lograron una
reduccion drastica de los casos en un corto periodo de
tiempo (22). La edad media de aparicion es menor (30
anos) y la clinica mas atipica: los sintomas iniciales son
psiquiatricos o sensitivos. Mas tarde aparecen pareste-
sias y ataxia cerebelosa, y luego ya cuadro neurologico
con deterioro cognitivo progresivo. A nivel histopatolo-
gico, ademas de la gran cantidad de PrPSc depositada
en el SNC, también se observa tropismo por érganos
linfoides, como amigdalas, bazo y ganglios linfaticos.

Insomnio familiar fatal (FFI)

Afecta principalmente al talamo. Clinicamente se
caracteriza por un insomnio progresivo con pérdida
del patrén de actividad del sueho circadiano normal,
disautonomia (hiperhidrosis, hipertermia e hiper-
tension), ataxia, mioclonias y ataques epilépticos. La
forma esporadica es extremadamente rara en compa-
racion con el FFl genético. Este ultimo se presenta con
una mutacién heredada (AD) D178N en el gen PRNP
junto con el genotipo M129, lo que da lugar a una PrPC
mas susceptible al plegado incorrecto. La edad de ini-
cio esta en torno a los 50 anos y la supervivencia me-
dia es aproximadamente de 18 meses (rango de 6-36
meses) (23). En este caso, las pruebas genéticas para
la mutacion FFl son el procedimiento de diagnodstico
de eleccion.

Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker
(GSS)

Se presenta como una ataxia cerebelosa lentamen-
te progresiva con deterioro cognitivo y, mas tarde,
parkinsonismo. Se hereda con un patron AD con alta
penetrancia y la mutacion mas comun es P102L (12).
Tiene una edad de inicio en torno a los 40 afnos y una
esperanza de vida de 1-10 anos. Al igual que en los
casos genéticos, la deteccion de mutaciones en el
gen PRNP es la forma mas sensible y especifica de
diagnostico.

Kuru

Es una forma practicamente extinta de las EET hu-
manas que afecto principalmente a los aborigenes de
la tribu Fore de Papua Nueva Guinea. Se transmitia
a través del canibalismo de restos de difuntos en las
practicas rituales (24).

Hay que mencionar que, independientemente de
su clasificacion, todas las EET humanas constituyen
un importante problema de salud publica. Son enfer-
medades de declaracién obligatoria. Por ello, en 1998
la Unién Europea cred la red EuroCJD y en Espana la
vigilancia epidemioldgica ya comenz6 en 1995 con la
instauracion de un Registro Nacional (RNEETH) coordi-
nado desde el Centro Nacional de Epidemiologia (Ins-
tituto de Salud Carlos lll), que recoge todos los casos
de EET humanas comunicados y gestionados por las
comunidades auténomas (25,26).

DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD
DE CREUTZFELDT-JAKOB

Dado que la ECJ es la forma mas comun de EET hu-

manas, esta revision se enfoca en las principales prue-
bas disponibles para su deteccion.
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Independientemente del subtipo de ECJ, en las pri-
meras etapas el diagnostico es dificil, ya que los sin-
tomas iniciales son variables e inespecificos (27). Por
ello, debe realizarse un diagndstico diferencial con un
amplio abanico de enfermedades neurodegenerativas,
entre las que se incluyen la enfermedad de Alzheimer
(EA) y otras demencias (parkinson, demencia de origen
vascular, esclerosis multiple, encefalitis de Hashimoto,
enfermedad de Whipple, etc.). También habra que des-
cartar la existencia de reacciones adversas a los me-
dicamentos, como antidepresivos triciclicos o litio, las
carencias de vitaminas o la encefalopatia hepatica (28).

Siguiendo las recomendaciones del Grupo de Traba-
jo para la Vigilancia Epidemiolégica de la Enfermedad
en Espana, de acuerdo con el EuroCJD, se describen
tres grados de certeza diagndstica y de clasificacion:
caso posible, probable y confirmado (29). Para estable-
cer un caso como confirmado se exige la presencia de
neuropatologia tipica junto con una confirmacion in-
munohistoquimica patognomonica. Por ello, la biopsia
cerebral y su estudio anatomopatolégico son los uni-
cos métodos especificos actuales que permiten esta-
blecer categoricamente el diagndstico de la ECJ.

El hallazgo anatomopatolégico caracteristico es
el aspecto espongiforme del cerebro, a causa de la
acumulacion de PrPSc. Se realiza una inmunotincion
para PrP resistente a la digestion con proteasas (25).
Esta caracteristica esencial de las EET se evidencia,
junto con cambios histopatoldgicos, en determina-
das areas del SNC, que consisten en la vacuolizacion
del cuerpo neuronal o del neuropilo de la sustancia
gris (principalmente en el tronco encefalico), gliosis
y pérdida neuronal (11). No obstante, este diagnods-
tico ante mortem definitivo que requiere la demos-
tracion de PrPSc en muestras de biopsia cerebral a
menudo no puede realizarse, tanto por la invasivi-
dad del procedimiento para el paciente como por los
riesgos para el personal sanitario. Asimismo, puede
conducir a resultados falsos negativos, ya que la pa-
tologia de la ECJ se distribuye de manera variable
en el cerebro y las muestras biopsiadas pueden no
contener las caracteristicas histolégicas patognomo-
nicas ni niveles detectables. En consecuencia, en la
mayoria de los casos, la deteccion de PrPSc en el te-
jido cerebral se realiza post mortem (1).

En cambio, existen otros examenes de apoyo menos
invasivos y mas seguros, como los biomarcadores en
el liquido cefalorraquideo (LCR), los nuevos ensayos de
conversion de PrP libres de células in vitro, los estudios
genéticos y las pruebas de imagen (30), que van a per-
mitir orientar el diagnostico hacia posible o probable
ECJ.

Biomarcadores de neuroimagen
Electroencefalograma (EEG): como herramienta que

refleja la actividad bioeléctrica cerebral en elementos
graficos, desempena un importante papel en la ECJ

[Rev Med Lab 2023:4(1):12-23]

para el diagnéstico. Sin olvidar que puede haber pa-
trones pasajeros, se considera un trazado EEG tipico
el formado por complejos de ondas agudas periédi-
cas (PSWC) (31). Estos complejos se caracterizan por
ser potenciales cerebrales de ondas trifasicas que se
repiten peridodicamente y de manera ininterrumpida
durante al menos un periodo de 10 segundos (32). Es-
tos PSWC tienen una especificidad relativamente alta
en seCJ (90 %), pero generalmente ocurren al final del
curso de la enfermedad y suelen estar ausentes en la
vECJ (33). Sin embargo, el EEG sigue siendo una prue-
ba de neurodiagnéstico muy importante, principal-
mente para descartar otras patologias mas comunes, y
puede ser una pista de orientacion clinica si se encuen-
tran PSWC (34).

Resonancia magnética nuclear (RMN) craneal: ha de-
mostrado tener una gran utilidad diagnéstica para la
ECJ, incluso con una sensibilidad y una especificidad
mayores que el EEG (Tabla I). En la sECJ es frecuente
encontrar, en secuencias potenciadas en T2 o en fases
de densidad protonica o fases de recuperacion de la in-
version atenuada de fluido (FLAIR) o en difusién, una
hipersenal de los ganglios basales (caudado y putamen)
(35,36). Por otro lado, en la VECJ se ha descrito el signo
pulvinar o de palo de hockey como una senal alta solo
en esta zona del talamo posterior, mas brillante que en
el putamen (37). Por lo tanto, esta prueba es otro para-
metro de utilidad para el diagnéstico pre mortem.

Biomarcadores en el liquido cefalorraquideo

El LCR es una muestra muy valiosa para analizar
biomarcadores que contribuyen al diagnéstico de
ECJ. Ademas del perfil tipico de LCR acelular, con ni-
veles de glucosa normales, se han estudiado otros
biomarcadores, entre los que destacan las proteinas
14-3-3 y la proteinaTau (38). No obstante, ninguno es
totalmente especifico para la ECJ, considerandose
marcadores subrogados para mejorar la capacidad
diagnéstica.

En cuanto a la obtencién del LCR y aspectos prea-
naliticos, las muestras se obtienen mediante puncién
lumbar a nivel de L3/L4 o L4/L5, siguiendo los proce-
dimientos estandares y utilizando contenedores fabri-
cados con materiales de baja afinidad a proteinas (39).
Tras desechar las primeras 20 gotas (1-2 ml), la muestra
se centrifuga si se aprecia visualmente contaminacion
sanguinea y se realizan alicuotas y se congela en via-
les de polipropileno a temperaturas que oscilan entre
-40 y -80 °C para enviarla a laboratorios de referencia
especializados que mantengan estas condiciones. En
el caso de los biomarcadores que se analicen en los
propios laboratorios asistenciales (como Tau-total y
p-Tau181), se utilizan procedimientos preanaliticos es-
tandarizados que recomiendan analizar la muestra en
fresco en el tubo primario de obtencion si se ha man-
tenido refrigerada (2-8 °C) durante un periodo maximo
de 7 dias (40).
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Tabla I.

Pruebas diagnésticas en la sECJ

Biomarcadores Muestra Método de deteccion S (%) E (%)
Subrogados
Proteina 14-3-3 LCR Western blot 85-95 40-100
LCR ELISA
Tau Inmunoensayo 67-91 87-95
Suero SIMoA
LCR ELISA
NfL Inmunoensayo 86-97 43-95
Suero SIMoA
NSE LCR ELISA 53-80 83-98
a-sinucleina LCR Inmunoensayo (ELISA, ECL) 94-98 96-97
LCR ELISA
S100B Inmunoensayo 78-94 81-87
Suero ECL
Especificas de priones
Primera generacién 85-87 98-100
RT-QuIC LCR
" Segunda generacion 90-97 98-100
Western blot
Examen histopatoldgico Tejido cerebral ©s ?rn o’ . 20-60 /
Inmunohistoquimica
Neuroimagen
EEG / / 65 90
RMN / / 95-98 90-99

E: especificidad; ECL: electroquimioluminiscencia; EEG: electroencefalograma; ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay o “ensayo por inmunoabsorcion liga-
do a enzimas”; LCR: liquido cefalorraquideo; NfL: cadena ligera de neurofilamentos; NSE: enolasa especifica de neuronas; RMN: resonancia magnética nuclear;
S: sensibilidad; SIMOA: Single Molecule Array. Datos tomados de Ascari LM, Rocha SC, Gongalves PB, et al. (12), Figgie MP, Appleby BS (33) y Morales R, Du-

ran-Aniotz C, Diaz-Espinoza R, et al. (65).

También es importante que los laboratorios clinicos
reciban o tengan acceso a la informacion de la enfer-
medad actual, a la evolucion clinica y a otras pruebas
diagnésticas que justifiquen la peticion y ayuden a in-
terpretar los resultados. A continuacion, se explican los
principales aspectos analiticos y de interpretacion de
resultados de los principales biomarcadores de CJ:

Proteina 14-3-3: desde su introduccion en los crite-
rios diagnésticos por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en 1998, el analisis de la proteina 14-3-3
se ha convertido en una prueba ampliamente aceptada
en pacientes con sospecha de seCJ (1). Esta proteina
se libera en el LCR como resultado del dafo neuronal
agudo y, como tal, es un marcador de cambios dege-
nerativos (12). Su aumento también puede asociarse a
otras afecciones neuroldgicas, como la encefalitis her-
pética, la isquemia cerebral, metastasis, EA y degene-
racion frontotemporal (FTD), entre otras.

Existen dos tipos de metodologias para la medida de
la proteina 14-3-3: una de ellas se basa en la separacién
electroforética en gel de poliacrilamida con dodecilsul-
fato sédico (SDS-PAGE) y deteccion por Western blot

con anticuerpos anti 14-3-3. Esta técnica es manual y
puede proporcionar a veces resultados ambiguos (lec-
turas débiles o traza), dificiles de interpretar, lo que
plantea problemas de reproducibilidad y de acredi-
tacion de la técnica segun 1SO15189 (41). Diversos
estudios reportan una especificidad del Western Blot
entre el 40 y el 92 %. Parte de esta variabilidad se ex-
plica por las diferentes caracteristicas de los grupos de
control (42). Asimismo, la sensibilidad reportada oscila
entre el 85y el 95 % para la sECJ, disminuyendo en los
subtipos moleculares MM2 y MV2 al 60 % [42-44]. Por
lo tanto, la negatividad de la prueba no descarta com-
pletamente el diagnostico de ECJ, pero lo hace mas im-
probable. En contra, la positividad de la proteina 14-3-3
en un contexto clinico compatible es altamente suges-
tiva de patologia pridnica, siempre que se hayan teni-
do en cuenta otras situaciones de destruccion neuronal
severa o interferencias, como la presencia de hematies
en el LCR, lo que puede ocasionar un resultado falsa-
mente positivo (45).

Como técnica alternativa se ha propuesto la meto-
dologia ELISA, basada en anticuerpos que reconocen

[Rev Med Lab 2023:4(1):12-23]

17



18

B. Nafria Jiménez y A. Garrido Chércoles

la isoforma gamma de la proteina 14-3-3. Estudios
comparativos muestran mejor rendimiento diagnosti-
co de ELISA frente a Western blot, pero depende en
gran medida del punto de corte elegido (46). Ademas,
aungue permite obtener una medida cuantitativa (uni-
dades arbitrarias/mL, AU/mL) y establecer puntos de
corte de decision clinica, apenas se han desarrollado
equipos comerciales basados en esta metodologia, lo
que limita este segundo enfoque.

Proteina tau: es una proteina asociada a los micro-
tubulos que se expresa en células neuronales y gliales
(47). Su incremento en el LCR también es un indica-
dor de muerte neuronal y ha sido tipicamente asociado
con la EA. Sin embargo, los niveles de tau-total en LCR
también aumentan en la ECJ, mostrando ratios has-
ta 41 veces mayores que en controles normales (48).
Asimismo, la relacidon de tau-total y su forma fosfori-
lada (p-tau181) ha demostrado ser capaz de mejorar
significativamente la discriminacion de ECJ de otras
demencias, incluso la EA. Esto puede reflejar el rapido
proceso de degeneracion axonal que incluye la ECJ, lo
que conduce a una liberacidén excesiva de la proteina,
pero que no se acompana con el grado de fosforila-
cion, lo que causa un aumento de tau-total, pero no de
tau-fosforilada (49).

Los métodos iniciales para la medida de tau-total y
p-tau181 se han basado en la metodologia ELISA. Aun-
que depende del grupo de control empleado, la mayo-
ria de los estudios realizados por ELISA de la prueba
tau-total han informado de una buena sensibilidad (75-
97 % para seCJ, 65-86 % para geCJ, 50-60 % para iECJ
y 24-80 % para vECJ) y especificidad (87-95 %) (12).
Similar a la 14-3-3, presenta una sensibilidad reducida
en los subtipos MM2 y MV2 y en las primeras etapas
de la enfermedad (50,51). En cuanto al ratio tau-total/p-
tau181, este es capaz de discriminar los valores eleva-
dos de tau-total (> 1250 pg/mL por ELISA) observados
en pacientes con ECJ, encefalopatias inflamatorias y
vasculares, ya que mantienen dicho ratio elevado fren-
te a pacientes con EA que lo normalizan (51).

Sin embargo, ultimamente estas pruebas se han
adaptado a plataformas de inmunoensayo con mejo-
res prestaciones analiticas, principalmente en cuanto a
imprecision y rango analitico de medida. Su inclusién
en programas externos de garantia de la calidad, junto
con los avances en la estandarizacion, favoreceran la
intercambiabilidad de resultados, asi como la defini-
cion de objetivos analiticos y de puntos de cortes de
decision clinica mas universales para diversas enfer-
medades neurodegenerativas, en concreto para ECJ.

Hay que destacar ademas que, aunque la combina-
cion de LCR positivo para las proteinas 14-3-3 y tau-to-
tal elevada tiene un valor predictivo positivo alto para
la sECJ (94 %) (38), los ultimos estudios indican que la
deteccion de proteina tau es el enfoque mas efectivo y
adecuado para la deteccién rutinaria de esta prionopa-
tia en un entorno clinico (41).

Cadena ligera de neurofilamentos (NfL): son pro-
teinas especificas del citoesqueleto de las neuronas
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y su aumento en fluidos corporales representa un
dano neuroaxonal. Algunos estudios han informado
que la NfL del LCR esté significativamente elevada en
sECJ en comparacidon con otros trastornos neurodege-
nerativos (EA, FTD y demencia con cuerpos de Lewy),
mientras que otros concluyen que tienen una utilidad
limitada (33). Estos estudios se realizaron mediante
ELISA, disponibles comercialmente (NF-/ight).

Enolasa especifica de neuronas (NSE): esta isoenzi-
ma tiene utilidad diagndstica como marcador precoz
de dano cerebrovascular agudo, sobre todo en areas
subcorticales, como el tdlamo (38). Su determinacién
cuantitativa esta disponible mediante ELISA con varios
kits comerciales y la mayoria de literatura disponible
actualmente informa como punto de corte de un valor
de NSE superior a 30 ng/mL) (52).

a-sinucleina: los Ultimos hallazgos destacan la pre-
cision de esta proteina neuronal como biomarcador
sustituto en las EET, pero se necesitan mas estudios
que refuercen su utilidad diagndstica (563). Tampoco se
disponen de kits certificados para su deteccion, lo que
limita su uso en la practica clinica en la actualidad.

S100B: este péptido de union al calcio se ha estu-
diado ampliamente como parametro de activacién
glial o muerte en muchos trastornos del SNC, pero
estudios comparativos en la ECJ han mostrado un
rendimiento diagndstico inferior a las proteinas 14-
3-3 y tau-total (43).

Biomarcadores en suero: debido a las limitaciones
de la extraccién de LCR por puncién lumbar, varios es-
fuerzos se han dirigido a estudiar estos biomarcadores
en la sangre. Por ejemplo, se han reportado concen-
traciones elevadas de tau-total sérica en la sECJ y se
ha propuesto como una prueba de triaje mas accesible
que pueda utilizarse como un marcador de deterioro
neuronal rapido y sirva para priorizar el diagnéstico de
los pacientes (41). Estos ensayos se midieron cuanti-
tativamente mediante el método ELISA. No obstante,
aunque la obtencion de suero como muestra es mas
sencilla, menos invasiva y puede procesarse con ma-
yor facilidad, el LCR refleja mejor la situacién patogéni-
ca del cerebro y muestra una mayor correlacion con las
pruebas de imagen. Asimismo, se requieren mas es-
tudios de validacion y con cohortes mas grandes para
presentar el suero como una alternativa diagndstica y
poder establecer valores de referencia y limites de de-
cision clinica (54).

RT-QuiC

A pesar de la innegable ayuda al diagnodstico de los
biomarcadores sustitutos, estas pruebas no son es-
pecificas para las EET y ninguna es capaz de detectar
todas las formas de ECJ. Por ello, para el diagnéstico
pre mortem se han buscado métodos mas precisos
que pudieran detectar directamente la proteina prio-
nica en liquidos corporales accesibles, como el LCR.
Sin embargo, debido a que la concentracion de PrPSc
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en estos especimenes es probable que sea muy baja,
sobre todo en estadios iniciales, uno de los enfoques
ha sido explotar la capacidad de la PrPSc para inducir
el plegamiento incorrecto de la isoforma nativa de ma-
nera ciclica (11,55,56). Asi, la cantidad minima de PrPSc
en fluidos bioldgicos puede amplificarse a un umbral
de deteccion medible y de manera especifica. Uno de
estos ensayos de agregacion se conoce como conver-
sion inducida por temblor en tiempo real (RT-QuIC,
Real-time quaking-induced conversion) (57). Tras su
descripciéon en 2010, el ensayo RT-QuIC se convirtio en
la primera prueba de laboratorio especifica de priones
sin requerir tejido cerebral (58). Se utilizd clinicamente
por primera vez en 2015 en Estados Unidos y, tres ahos
mas tarde, se agrego a los criterios de diagnostico para
la ECJ de los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC).

RT-QuIC explota el proceso de conversion de PrPc a
PrPSc en un formato acelerado in vitro (56). Para ello,
esta técnica utiliza PrP recombinante (rPrP) como sus-
trato, de manera que cualquier PrPSc presente en el
LCR de un paciente sospechoso de tener ECJ se une al
rPrP y lo induce a cambiar de conformacién y formar
fibrillas. La formacion de estos agregados se controla
en tiempo real gracias a la unién del colorante fluores-
cente tioflavina T (ThT), incluido en la mezcla de reac-
cion (Fig. 2). Asi, se monitoriza la fluorescencia emitida
y, con ello, la cinética de agregacion, que muestra una
curva sigmoidal caracteristica (58).

En general, cada muestra se analiza por cuadrupli-
cado y la positividad se confirma cuando al menos 2
de las 4 réplicas cruzan el valor de fluorescencia esta-
blecido como umbral (56). Ademas, como en cualquier
técnica del laboratorio, es fundamental monitorizar
cualquier agregacion espontanea de sustrato que pue-
da generar senales falsas positivas. Por eso se incluye
un control negativo (individuo sano) y un control po-
sitivo (LCR de paciente con ECJ confirmada). Hay que
destacar que la interpretacion de los resultados se ve
afectada por recuentos elevados de glébulos blancos,
de hematies y de proteinas en el LCR. Por ello, se re-
comienda que las muestras de puncion lumbar sean
claras e incoloras, con un recuento de leucocitos < 10/L
y una concentracioén total proteica < 1 g/L (60). También
cabe senalar que, respecto a las muestras utilizadas,
ademas del LCR, estd investigdndose el analisis RT-
QuIC en otros tejidos, como la piel, el epitelio olfativo o
el tejido ocular. Hasta ahora se han informado sensibi-
lidades del 89-99 % para seCJ (61,62). Sin embargo, no
es rutinario recolectar tales muestras y puede requerir
experiencia y metodologia especializadas, lo que limi-
ta, de momento, su utilidad en un entorno clinico (11).

Diversos estudios internacionales han informado en
el LCR un alto grado de sensibilidad (85-87 %, semejan-
te al de la proteina 14-3-3) y de especificidad (98-100 %,
algo mayor que el de la de la proteina 14-3-3) (55,63).
También hay investigaciones que demuestran una bue-
na concordancia entre laboratorios de todo el mundo
que, compartiendo las mismas muestras de LCR, rea-
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Figura 2 - Esquema del ensayo de RT-QuIC. RT-QuIC utiliza
rPrP (recombinante) como sustrato y una muestra de LCR o
tejidos (cerebral o periféricos) para estudiar la existencia de
proteina pridnica en ellos. Tras la homogeneizacion del posi-
ble material infeccioso con la fuente de rPrF se anade el tam-
pon de reaccion con ThT y se carga todo en una microplaca
de 96 pocillos, lo que facilita su uso como ensayo de alto ren-
dimiento. Un paso crucial en este proceso de amplificacion
es el uso de sacudidas mecanicas intermitentes para romper
los agregados iniciales formados de PrPSc en unidades mas
pequenas que luego puedan inducir una mayor agregacion y
puedan detectarse (30). Para ello, laThT va a unirse a la pro-
teina agregada de manera que la fluorescencia emitida (exci-
tacion a 450 nm y emision a 480 nm) es directamente propor-
cional a la cantidad proteica agregada y esto se monitoriza en
tiempo real (25,563). Una muestra normal no conduce a ningun
aumento en la fluorescencia, lo que indica que no esta produ-
ciéndose ninguna conversion, en contraposicion con el creci-
miento sigmoidal caracteristico de la curva de fluorescencia
en los resultados positivos.

lizan RT-QuIC, lo que favorece su estandarizacion y su
replicacion (64).

No obstante, esta primera generacién de RT-QuIC tar-
daba hasta 90 horas en completarse. Asi, se han hecho
mejoras enfocadas en su velocidad y en su sensibilidad,
anadiendo dodecilsulfato sddico (SDS), aumentando
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la temperatura de incubacion (de 42 a 55 °C) y utilizan-
do como sustrato rPrP de hamster truncado (90-231,
en lugar de la proteina de longitud completa) (57). Asi,
este RT-QuIC de segunda generacién en muestras de
LCR ha demostrado ser considerablemente mas rapido
(completandose en 48 horas) y tener mayor sensibili-
dad (de 90,3 a 97,2 %) sin reduccion de la especificidad
(de 98,5 a 100 %) (60,65,66).

En cuanto al diagnostico de los subtipos moleculares
de seCJ, la sensibilidad es muy alta en MM1/MV1 yVV2
(subtipos mas comunes), mientras que es ligeramente
menor en MV2 (75-93 %). Con respecto a los subtipos
raros, hay pocos casos reportados, lo que dificulta la
validez de los resultados, pero se ha informado de que
la sensibilidad es sustancialmente menor en MM2 (44-
78 %) (67). Asimismo, aunque el diagnostico de las EET
genéticas se obtiene mediante secuenciacion del gen
PRNE algunos datos disponibles muestran que el en-
sayo RT-QuIC de segunda generacion en LCR presenta
una adecuada sensibilidad para la mutacion E200K (93 %),
el sindrome de GSS (90 %) y el FFI (83,3 %) (60,64).

Por consiguiente, la asociacion de RT-QulC con otras
técnicas, como las pruebas de neuroimagen, junto con
la deteccion de proteinas 14-3-3, tau-total y una pre-
sentacion clinica tipica, tiene una muy alta sensibilidad
y especificidad en el diagnéstico de la ECJ (Tabla ),
por lo que es plausible que pueda obtenerse un diag-
nostico pre mortem definitivo. Ademas, RT-QuIC ha
demostrado ser una herramienta potencial no solo en
el diagnéstico de prionopatias, sino también en la dis-
criminacion de cepas y en la deteccion de otras enfer-
medades de plegamiento incorrecto de proteinas (por
ejemplo, taupatias y sinucleinopatias) (63).

Estudios genéticos

Para la asignacion del caracter hereditario de la ECJ se
realiza la identificacion de mutaciones en el gen PRNP
Se estudia mediante reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) y secuenciacion directa (Sanger) los dos exo-
nes codificantes y las regiones de union exon-intrén de
dicho gen (68). Esta secuenciacion permite la diferencia-
ciéon de geCJ y seCJ con similitudes clinicas y es crucial
en casos atipicos, con antecedentes familiares positivos
o demencias rédpidamente progresivas (33).

Ademas, el fenotipo en el codon 129 puede afectar
a la predisposicion, por lo que su secuenciacién tam-
bién debe tenerse en cuenta para lograr un diagndstico
clinico mas preciso (69). Por ejemplo, se ha descrito
que el alelo M otorga una susceptibilidad sustancial a
ciertas formas de la ECJ (esporadica e iatrogénica) vy,
en consecuencia, la proporcién de personas con ge-
notipo homocigoto MM estd sobrerrepresentada en
ambas categorias (33). A nivel mundial, casi el 55 %
de la poblacion es MM, mientras que el 9 % es homo-
cigota para valina (VV) y el 36 % es heterocigota (MV)
(12). Por todo ello, se recomienda el analisis genético
del gen PRNP en todos los casos de sospecha de ECJ
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para determinar el polimorfismo del codén 129y excluir
mutaciones patogénicas que, ademas de la relevancia
en familiares de primer grado afectados, podrian estar
presentes incluso en pacientes con antecedentes fami-
liares negativos (68).

PERSPECTIVAS FUTURAS

Nuevos biomarcadores

Actualmente siguen investigdndose mas biomarca-
dores diagndsticos potenciales, tanto en LCR como en
sangre (B-amiloide, proteina acida fibrilar glial, neurofi-
lamentos, neurogranina, etc.) (1,70). En este punto, se
recomienda que se consideren nuevos biomarcadores
aquellos que, ademas de tener una evidencia clinica
sélida (es decir, con una validacién de los puntos de
corte en cohortes independientes, controles apropia-
dos, etc.), deberian mejorar sustancialmente el diag-
nostico clinico de la ECJ.

Asimismo, uno de los desafios en el diagnéstico de
la ECJ, dada su heterogeneidad clinica, es la dificultad
de encontrar un biomarcador con capacidad prondsti-
ca y que cambie de manera paralela a la evoluciéon de
la enfermedad. Por ello, las pruebas especificas de esta
prionopatia, como RT-QulC, podrian emplearse en el re-
gistro y los biomarcadores basados en sangre podrian
usarse repetidamente durante un ensayo para rastrear
el dano axonal y en el curso de posibles tratamientos
experimentales (71). Sin embargo, se requiere mayor
investigacion de la variabilidad de dichos biomarcado-
res y su contribucion a los modelos prondsticos.

RT-QuiC

Generalmente, un especialista en neurologia es el
que sospecha de un posible caso de ECJ en el medio
hospitalario. Este médico responsable del paciente
completa toda la informacidn clinica disponible y suele
ponerse en contacto con el responsable del laboratorio
o de centros diagndsticos de referencia a los que se
envian las muestras de LCR para la realizacion del RT-
QuIC. Por lo tanto, esta prueba no debe utilizarse como
un cribado general, ya que es muy exigente en térmi-
nos de reactivos (lotes controlados obligatoriamente
de sustrato PrP) u organizacion (bioseguridad), sino
en el contexto clinico adecuado. No obstante, dada su
utilidad clinica si es recomendable que esta técnica es-
tuviera disponible en mas hospitales, asi como la unifi-
cacion de los protocolos y la evaluacion de mas tejidos
candidatos (1).

Enfermedades PRION-LIKE

Existen otros trastornos neurodegenerativos, como
la EA, la enfermedad de Parkinson y la de Huntington,
en los que se produce una acumulacion de proteinas
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amiloidogénicas, como tau, p-amiloide y a-sinucleina.
Recientemente, se ha propuesto que estas proteinas
pueden autorreplicarse de manera semejante a la pro-
teina prionica y parecen ser capaces de diseminarse
célula a célula, hasta resultar finalmente téxicas para el
SNC (72). A partir de esta teoria, una de las preguntas
que surge es si las proteinas amiloidogénicas tienen
potencial infeccioso al igual que las EET. No obstante,
hasta la fecha no hay evidencias de que la transmision
entre personas sea posible (73).

DISCUSION

A pesar de que las EET son enfermedades poco fre-
cuentes, la alta resistencia del agente causal, su carac-
ter transmisible, la heterogeneidad clinica, la ausencia
de tratamiento eficaz y su inevitable desenlace fatal
plantean graves problemas de salud publica a nivel
mundial.

De acuerdo con los criterios actuales, las imagenes
de RMN cerebral, los biomarcadores sustitutos del LCR
y el EEG respaldan el diagnostico clinico de la probable
ECJ. Sin embargo, la sensibilidad general y la especifi-
cidad de estas investigaciones diagnosticas no son to-
talmente 6ptimas. En este sentido, el ensayo RT-QuIC,
con su especificidad practicamente completa para la
ECJ, ha contribuido significativamente a la mejora de
la evaluacion diagnostica pre mortem (74). Por ello,
ante la sospecha clinica de ECJ, el laboratorio debe
establecer estrategias diagndsticas que combinen los
marcadores subrogados y RT-QuIC.
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CASO CLINICO

Paciente varon de 45 anos que acude al hospital con
sindrome general de tres dias de evolucion. Presenta
astenia, pérdida de peso y un episodio sincopal. Tras
realizar anamnesis el paciente nos informa de que es
VIH positivo desde 1998. Recibié tratamiento con dife-
rentes antivirales, aunque lleva diez anos sin seguir el
tratamiento. Inicia tratamiento con Symtuza® (daruna-
vir, cobicistat, emtricitabina y tenofovir alafenamida) y
fue dado de alta, pendiente de revision en la consulta
de enfermedades infecciosas.

Diez dias después del alta el paciente reingresa por
aumento de los procesos sincopales, astenia en au-
mento y por presentar un cuadro neuroldgico de una
semana de evolucién con debilidad en las extremida-
des focalizada a la derecha. Durante el ingreso se le
solicita una analitica general y TAC cerebral.
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En la analitica general destaca una leve hipergluce-
mia, una hipergammaglobulinemia policlonal y un es-
tudio seroldgico previo que resultd positivo para VIH1/
VIH2 (Ag+Ac), citomegalovirus, virus Epstein Barr, vi-
rus del herpes simple y toxoplasma gondii.

En el TAC se objetiva una lesién intraaxial en la
region de nucleos de la base izquierda cerebral con
morfologia oval, captacion de contraste en anillo y
Ilamativo edema vasogénico compatible con absceso
piogénico frente a toxoplasma frente a criptococoma.
Finalmente, se diagndstica al paciente de una toxo-
plasmosis cerebral y se inicia tratamiento con pirime-
tamina, sulfadiazina y acido félico (Fig. 1).

Dos meses después del inicio del tratamiento con
sulfadiazina, llega al laboratorio de anélisis clinicos
una solicitud para realizar estudio de sistematico y se-
dimento de orina, bioquimica general y hemograma.
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Deteccion temprana de cristales de sulfadiazina en un paciente VIH positivo
con toxoplasmosis

Figura 1 - Resonancia magnética nuclear del paciente en la
que se observa un edema vasogénico de 1,6 x 1,5 cm.

De la bioquimica general destaca una hiperglucemia
de 499 mg/dL (74-109 mg/dL) debido a su diabetes
mellitus de tipo 2 descompensada por corticoides y
una hipoalbuminemia de 2,4 g/dL (3,2-4,4 g/dL). En el
hemograma se observa una leucopenia leve de 2,7 x
10% leucocitos/pL (3,0-10,0 x 10% leucocitos/pL) y trom-
bocitopenia leve de 127 x 10° plaquetas/uL (150-450
x 10% plaquetas/uL). Dentro de las subpoblaciones
linfocitarias destaca un déficit de CD4 tanto absolu-
ta (27 células/uL [244-1441 células/uL]) como rela-
tiva (7.6 % [29-57 %]). En la bioquimica de orina se
detecta proteinuria de 94 mg/dL [0-30 mg/dL], con
un cociente de proteinas/creatinina de 706,8 mg/g
(0-200 mg/g), y en el sistematico de orina un pH uri-
nario de 6 (4,8-7,4) y una densidad de 1033 g/L (1005-
1035 g/L). Al microscopio se observan abundantes
cristales provocados por el tratamiento de sulfadiazi-
na contra la toxoplasmosis.

Por lo tanto, nos encontramos ante un paciente VIH po-
sitivo en estadio tres, con absceso en el putamen izquier-
do por una toxoplasmosis cerebral y ocular. Se inicia
tratamiento con pirimetamina, sulfadiazina y acido félico.
Durante el ingreso, las pruebas radiolégicas de evolucion
acaban concluyendo con una disminucion del tamano de
la lesion y del edema asociado a esta, que concuerda
con la mejora de la clinica del paciente. Dos meses des-
pués del ingreso, se detecté abundante cristaluria de
sulfadiazina por el tratamiento contra la toxoplasmo-
sis, por lo que se sustituy6 este tratamiento por trime-
troprim/sulfametoxazol (Cotrimoxazol®).

DISCUSION

La nefrolitiasis es una alteracion comun que afecta a
5 de cada 1000 personas. Es un trastorno heterogéneo

causado por una amplia variedad de condiciones me-
tabdlicas y ambientales. Las piedras frecuentes son las
renales, mientras que las vesicales son poco comunes.
El paso de las piedras a lo largo de los uréteres puede
producir célicos renales acompanados de hematuria,
que pueden dar lugar a una obstruccion de la pelvis
renal o del uréter, lo que acaba normalmente en una
infeccion e incluso en una hidronefrosis. La precipita-
cién intratubular de cristales en el rindn es una causa
importante de la insuficiencia renal aguda.

Varios medicamentos, como aciclovir, metrotexato,
sulfonamidas, indinavir, triamtereno, vitamina C o pri-
midona, pueden cristalizar, lo que origina piedras que
pueden derivar en un fallo renal agudo. Los calculos
inducidos por farmacos solo representan el 1-2 % de
todos los calculos renales (1). Los pacientes con fallo
renal agudo inducido por cristales relacionados con
farmacos suelen ser asintomaticos y la lesion renal
se detecta a nivel bioquimico, principalmente por un
aumento de la creatinina sérica, cuando el rindn ya
estd danado. Por lo general, no se observa proteinu-
ria significativa (es decir, > 500 mg/dia), a menos que
el paciente tenga una enfermedad renal proteinuri-
ca subyacente y, posteriormente, desarrolle un fallo
renal agudo inducido por cristales (2). Este tipo de
pacientes acaba ingresando con sintomas de coélico
renal, dolor abdominal y vomitos.

La toxoplasmosis cerebral es una infeccion cau-
sada por Toxoplasma gondii, un paréasito proto-
zoario intracelular obligado que infecta a un tercio
de la poblacién mundial. Durante décadas se ha
considerado una infeccidn silenciosa de por vida,
pero las personas con una infeccion latente pue-
den llegar a presentar cambios psiquiatricos y neu-
rocognitivos como ansiedad, depresion y pérdida
de memoria (3). En pacientes inmunodeprimidos o
con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida)
puede reactivarse tras estar latente durante grandes
periodos de tiempo. La infeccion se adquiere por la
ingestion de carne cruda o por la ingestion de ali-
mentos o agua contaminada con ooquistes expulsa-
dos por los gatos. La contaminacion del medio por
los ooquistes estd muy extendida, sobre todo en
personas con gatos domeésticos, que son el principal
medio de propagacion (4). La toxoplasmosis es la
infeccion del sistema nervioso central mas frecuen-
te en pacientes con sida que no reciben la profilaxis
adecuada. La primera linea de tratamiento para pa-
cientes inmunodeprimidos frente a la toxoplasmosis
congénita es sulfadiazina, pirimetamina y acido félico,
que produce una mejoria clinica o radiografica en el
70 % al 90 % de los pacientes (5).

La sulfadiazina es un farmaco que pertenece a la fa-
milia de las sulfamidas y que inhibe la sintesis de acido
folico, lo que evita la formacién de los acidos nucleicos
bacterianos. Las toxicidades comunes de la sulfadiazina
incluyen erupcion cutanea, fiebre, leucopenia, hepatitis,
nauseas, vomitos, diarrea, insuficiencia renal y cristalu-
ria. Este tratamiento se excreta por via renal en parte
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como forma inalterada y en parte como su metabolito
acetilado, N-acetilsulfadiazina. Ambos tienen una solu-
bilidad muy pobre en acido, por lo que pueden precipi-
tar cuando el pH urinario es inferior o igual a 6. Hasta el
29 % de los pacientes tratados con sulfadizina corren el
riesgo de desarrollar un fracaso renal agudo por cristales
de N-acetilsulfadiazina (6). El mecanismo por el que se
produce el dano renal es doble. Por un lado, los cris-
tales producen irritacion quimica del epitelio tubular y,
por otro lado, su acumulacion puede derivar en una
obstruccidn tubular secundaria a la litiasis. Este segun-
do mecanismo es el mas importante. La dialisis y otras
medidas de atencion de apoyo pueden ser necesarias
en algunos pacientes para reducir la morbilidad aso-
ciada (1). La cristaluria por sulfadiazina es mas proba-
ble en pacientes con edad avanzada, deshidratacion,
hipovolemia, disfuncién renal y pacientes que presen-
tan hipoalbuminemia (7). El fairmaco se transporta en
suero unido a albumina; unicamente la fraccion libre
de este esta disponible para su eliminacidon por via
renal. El descenso de la albiumina provoca un incre-
mento en la fraccion libre que se acompana de un in-
cremento de la concentracion urinaria del farmaco. Es
frecuente que los pacientes VIH positivos coinfectados
con toxoplasmosis presenten deshidratacion debido a
alteraciones en su centro regulador de la sed hipota-
lamico (8) y a los frecuentes trastornos gastrointesti-
nales que padecen.

Los pacientes seropositivos a toxoplasma que tie-
nen recuentos de CD4 < 100 células/pL deben recibir
profilaxis contra encefalitis toxoplasmatica con tri-
metoprim-sulfametoxazol. Si son diagnosticados de
encefalitis toxoplasmatica, como en nuestro caso, el
tratamiento con pirimetamina y sulfadiazina debe ser
monitoreado de forma rutinaria por posibles eventos
adversos y mejoria clinica y radiologica (9). En el caso
presentado, gracias a la deteccidén precoz de la cris-
taluria no se objetivé dano renal, pero si empezaba a
presentar una proteinuria subyacente que podria haber
derivado en una enfermedad renal aguda inducida por
cristales. De hecho, para evitar el dano renal, la ma-
yoria de los autores coinciden en la hiperhidratacién
del paciente y en la alcalinizacién urinaria hasta un pH
mayor de 7,15 (10). En ocasiones puede ser necesario
interrumpir el tratamiento y sustituirlo por Cotrimoxa-
zol® como tratamiento de segunda linea (10). Una vez
que se corrige el grado de hidratacion y desaparece la
cristaluria no esta contraindicado retomar la terapia
con sulfadiazina (Fig. 2).

La morfologia de los cristales de sulfadiazina es
muy caracteristica y debe ser conocida por el faculta-
tivo especialista. Son cristales glomerulares y densos
de sulfadiazina libre que se encuentran como “cho-
ques de trigo con encuadernacion excéntrico” y for-
mas de “caparazon” mas grandes y menos comunes
que corresponden con el metabolito de la sulfadiazi-
na, principalmente N-acetilsulfadiazina (Figs. 2 y 3).
En ocasiones pueden estar cubiertos por protuberan-
cias con forma de aguja.

[Rev Med Lab 2023:4(1):24-27]

Figura 3 — A. Cristal de sulfadiazina en forma de “caparazon’”
B. Cristales de sulfadiazina en forma de “choques de trigo en
encuadernacion excéntrico”




Deteccion temprana de cristales de sulfadiazina en un paciente VIH positivo
con toxoplasmosis

PUNTOS A RECORDAR

La nefrolitiasis (calculos renales) es un trastorno
comun que puede producirse por diferentes trata-
mientos farmacoldgicos.

La toxoplasmosis cerebral y ocular es una infec-
cién causada por Toxoplasma gondiiy la primera
linea de tratamiento para pacientes inmunodefi-
cientes contra esta enfermedad es sulfadiazina,
pirimetamina y acido félico.

La sulfadiazina es un medicamento con mucha
tendencia a producir cristales a pH acidos. Esta
cristaluria puede provocar un fracaso renal agudo
si no se detecta a tiempo.

La morfologia de los cristales de sulfadiazina se
caracteriza por formas de “choques de trigo” y de
“caparazon”

El sedimento de orina es una prueba econémica,
eficaz, sencilla y util para detectar precozmente
este tipo de cristalurias.
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INTRODUCCION

La hemoglobina glicada (HbA1c) se utiliza para el
diagnéstico y el seguimiento del tratamiento de los pa-
cientes con prediabetes y diabetes mellitus de tipo 1y
de tipo 2. Su medicion en el laboratorio por la cromato-
grafia liquida de alta eficacia puede verse afectada por
la presencia de variantes de hemoglobina.

A continuacion exponemos las mediciones de la
HbA1c realizadas en cinco pacientes no consanguineos
procedentes del municipio de Vimianzo, de la provin-
cia de A Coruna, que acudieron al servicio de labora-
torio de analisis clinicos para descartar diabetes. Estos
pacientes fueron seleccionados al observarse en los
cromatogramas obtenidos durante una primera deter-
minacién de la HbA1c picos anomalos (> 10 %) y con un
patron similar en cada uno de ellos.

Conflicto de intereses: los autores declaran no tener ningtn conflicto de interés.

CASO CLIiNICO

Se utilizaron muestras de sangre total recogidas
en tubos con EDTA procesadas mediante el HPLC
DC-100™ Biorad calibrado de acuerdo con la referen-
cia de la Federacién Internacional de Quimica Clinica
y Medicina de Laboratorio (IFCC).

Los resultados se presentaron con la generacion de
un grafico con los diferentes picos de hemoglobina
(cromatograma) acompanado del informe correspon-
diente. El area bajo la curva de la HbA1c se llevo a cabo
mediante un algoritmo de Gauss modificado tomando
en cuenta el tiempo de retencidon (RT) y el volumen de
elucion en cada una de las muestras.

Los valores de hemoglobina, de hematocrito, de glu-
cemia en ayunas y los valores de la HbA1c de los indivi-
duos estudiados se muestran en la tabla |. En cada caso
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Tabla I.

Valores obtenidos de los cinco individuos estudiados

29

. . HbA1c (%) HbA1¢c (mmol/mol)
Individuos (VH'\i";;ﬂ'g ';'r';z" ('\","’“m::°5°;'§/‘:) ((;\';l‘\f‘;zaﬁg :’:;:’:;5 (VN por la (VN por la IFCC':20,0-
NGSP*:4,0-6,1) 43,0)
1 16,3 51,3 12 48 29
2 1 34,1 94 4,2 22
3 13,8 39,6 16 45 26
4 172 48,9 123 43 23
5 15,5 47 138 5,9 M

*NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program; 'IFCC: International Federation of Clinical Chemistry; VN: valores de normalidad.

se obtuvo un grafico en el que se identificaban las frac-
ciones de hemoglobina HbA1a, Hb1b, Hb1c, la HbF y la
HbAO, ademas de la presencia de dos picos anémalos (>
10 %): un pico antes de la elucién de la HbA1c y otro pico
antes de la elucion de la HbAO (Fig. 1A), lo que nos hizo
sospechar la presencia de una variante de hemoglobina
en estos individuos al compararlo con un cromatogra-
ma de un paciente sin estas variantes (Fig. 1B).

Con la finalidad de investigar la presencia de una po-
sible variante de hemoglobina, se enviaron las cinco
muestras al Servicio de Hematologia del Hospital San
Carlos de Madrid para la comparacién del resultado
obtenido por HPLC con un método alternativo y para
el diagnodstico molecular. Como método alternativo,
se comprobd que se observaba un pico anémalo me-
diante electroforesis capilar de zona, realizada en el
Capillarys Flex (Sebia). La caracterizacion molecular se
realizé6 mediante extraccion genomica del ADN y ampli-
ficacion selectiva del gen de la cadena § de hemoglo-
bina utilizando el método automatizado Biorobot® EZ1
(Quiagen GmbH, Hilden, Alemania), la cuantificacion
mediante NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilming-
ton, DE, EE. UU.) y la posterior secuenciacion mediante
el método de Sanger utilizando un secuenciador ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems
Foster City, Ca, EE. UU.). El estudio mostré la mutacion
GGC—GAC en el codon 16, que determina un cambio
de glicina por acido aspartico en heterocigosis en todos
los casos. Esta variante se corresponde a la hemoglobi-
na J-Baltimore (beta 16 (A13) Gly > Asp).

DISCUSION

Desde hace varias décadas la medicién de la HbA1c
se ha usado para el diagndstico y el seguimiento del
control glucémico a largo plazo en pacientes con pre-
diabetes y diabetes mellitus de tipo 1 y de tipo 2 de
acuerdo a las pautas de la Asociacion Americana de
Diabetes (ADA), que recomienda su inclusion como
prueba diagndstica para la diabetes mellitus si sus va-
lores son > 6,5 % en dos ocasiones (1).

La hemoglobina del adulto estd compuesta por tres
fracciones, llamadas hemoglobina A, hemoglobina A2
y hemoglobina F La hemoglobina A (HbA) es la mas
abundante de todas. Representa aproximadamente el
97 %. A través de una reacciéon bioquimica conocida
como reaccion de Maillard, parte de esta HbA puede
combinarse en forma covalente y no enzimatica con
residuos de azucares, como la glucosa, convirtiéndose
en glucohemoglobina o glicohemoglobina (HbA1). De-
pendiendo del azUcar que incorpore, se obtienen las di-
ferentes subfracciones, conocidas como hemoglobinas
menores o rapidas (HbA1a, HbA1b y HbA1c) por ser las
que primero eluyen en los procesos de HPLC usados
habitualmente para identificarlas. La HbA1c, que es la
que medimos en el laboratorio, representa aproxima-
damente el 80 % de la HbA1 (2,3).

Los niveles de HbA1c se han relacionado con el desa-
rrollo y la progresion de las complicaciones crénicas de
la diabetes mellitus, por lo que mantener unos valores
bajos es el principal objetivo del tratamiento en pacien-
tes diabéticos (3).

Los valores de la HbA1c pueden estar alterados en al-
gunas situaciones clinicas que afecten a la vida media
de los eritrocitos (embarazo, hemorragia reciente, ane-
mia hemolitica, terapia de reemplazo de hierro o trata-
miento con vitamina B12) y en presencia de variantes
estructurales de la hemoglobina cuando se realiza su
medicion por el método de la HPLC. Se han descrito
mas de mil variantes de hemoglobina, la mayoria con
un patrén de herencia recesivo, con una mutacion pun-
tual en una de las cadenas de la Hb. En la mayoria de
los casos estas hemoglobinas estructurales no se diag-
nostican y pueden conducir a falsos valores de HbA1c
durante el ensayo, lo que origina errores de diagnosti-
co y un manejo inadecuado del paciente diabético (3,4).

Una de las variantes de la hemoglobina es la Hb
J-Baltimore. Su presencia puede causar picos anéma-
los e interferir con los valores de la glicohemoglobina
medida por HPLC (4,5). La Hb J-Baltimore fue descrita
por primera vez en 1963 por Baglioni y Weatherall en
una familia afroamericana (5). Desde entonces, se han
reportado varios casos en distintos grupos raciales,

[Rev Med Lab 2023:4(1):28-31]
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Figura 1 - A. Cromatograma obtenido durante la medicion de la HbA1c por HPLC D-100™ Biorad, con presencia de picos anoma-
los durante la medicion de la HbATc. Se observa un pico que aparece a los 9,64 segundos antes del pico de la HbATc y que corres-
ponde a la fraccion glicada de una variante de hemoglobina (HbXc), senalada con la flecha azul, y un segundo pico que aparece a
los 21,02 segundos antes de la HbAO y que corresponde a la fraccion no glicada de una variante de hemoglobina (HbX), senalada
con flecha roja. Este patron se repitio con las mismas caracteristicas en los cinco individuos estudiados. B. Cromatograma sin
variantes de hemoglobina obtenido durante la medicion de la HbA1c por HPLC D-100™ Biorad. El area sombreada corresponde
a la fraccion de la HbA1c que aparece a los 14,04 segundos y con una concentracion de 8,24 %.

con una baja prevalencia en Europa (0,06 %) en com-
paracion con la descrita en Africa (33 %). La mayoria de
estos casos fueron descubiertos de manera incidental
durante el estudio de otras patologias, como la talase-
mia (6-8).

[Rev Med Lab 2023:4(1):28-31]

En los casos que presentamos, observamos la pre-
sencia de esta variante en cinco individuos no con-
sanguineos que acudieron a nuestro laboratorio para
el cribado de diabetes mellitus procedentes de la mis-
ma zona geogréfica dentro la provincia de A Coruna,
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en el municipio de Vimianzo (en el noroeste de Espa-
na). La Hb J-Baltimore es relativamente infrecuente
pero no excepcional en Espana, donde se han descrito
hasta la fecha cinco familias con la forma heterocigota
(8,9). También llama la atencion que los casos de este
estudio son de Vimianzo. La aparicién de esta variante
en los habitantes de este municipio pudiera explicarse
por ancestros de origen africano, donde es frecuente,
que emigraron a esta zona de Espana. A pesar de ello,
no se han reportado en la literatura evidencias sobre la
presencia de esta hemoglobina en sujetos proceden-
tes del municipio de Vimianzo o de otras regiones de
Galicia. Este hallazgo pudiera ser la base para futuras
investigaciones.

El impacto analitico de esta rara variante es bien co-
nocido en la mediciéon de la HbA1c por HPLC (10). Ba-
rakat y cols. sugieren que la carga negativa, debida al
cambio por una glicina en la posicién 16 de la cadena
p de la hemoglobina, no permite la adecuada sepa-
racion de la Hb J-Baltimore o de su fraccion glicada
de la HbA o HbA1c, respectivamente, mediante HPLC,
originando picos anémalos y valores falsamente dis-
minuidos de la HbA1c (6).

Existen otros métodos analiticos, como la electrofo-
resis capilar o la turbidimetria, que pueden utilizarse
de manera alternativa, ya que no se ven afectados por
estas hemoglobinopatias.

En este estudio hemos notado que la Hb J-Baltimore
produce unos picos anémalos que generan un croma-
tograma muy caracteristico. Su visualizacién y su re-
conocimiento durante la medicion de la HbA1c deben
alertar a los técnicos y a los facultativos de laboratorio
de la presencia de esta hemoglobina estructural para
llevar a cabo la realizacién del estudio molecular del
paciente y de sus familiares, dado su componente he-
reditario. En el caso de que existan discordancias entre
los niveles de HbA1c por HPLC y los valores de gluce-
mia en pacientes diabéticos ya diagnosticados en los
cuales quiera hacerse seguimiento de su control meta-
bdlico, pueden resultar utiles otros métodos, como la
electroforesis capilar, la turbidimetria o la medicion de
la fructosamina o de la albumina glicada.

PUNTOS A RECORDAR

— La medicién de la HbA1c por HPLC se utiliza para
el diagnéstico y el seguimiento del control glucé-

mico a largo plazo en pacientes con prediabetes y
diabetes mellitus de tipo 1y de tipo 2.

— La presencia de variantes estructurales de la he-
moglobina puede evidenciarse durante la medi-
cion de la HbA1c por HPLC. Estas variantes de
la hemoglobina pueden detectarse como picos
anomalos en los cromatogramas que sobrepasan
el 10 %.

— Ante la sospecha de una posible variante de he-
moglobina, debe recomendarse el estudio mole-
cular en pacientes y familiares para su correcta
identificacion y el uso de métodos alternativos
para el diagndstico y el seguimiento de los pacien-
tes con diabetes mellitus si estas hemoglobinas
causan interferencias en la medicién e interpreta-
cion de la HbA1c.

— El estudio molecular a través de muestras de ADN
permite realizar el genotipaje de las hemoglobinas
estructurales, identificando el tipo de mutacion.
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Caso Clinico

Dermatomiositis con anticuerpos anti-TIF1 gamma positivos

asociados a neoplasia
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CASO CLIiNICO

Se presenta el caso de una paciente de 71 ahos que
acude a la consulta de reumatologia derivada desde su
médico de Atencion Primaria por recomendacion del
laboratorio debido a la presencia de unos anticuerpos
antisintetasa positivos.

La paciente acude a su médico de familia debido a
unas lesiones eritematosas y descamativas. Estas le-
siones habian aparecido en 2020 en la zona orbital y
se habian extendido posteriormente a la parte alta de
la espalda y del escote. Junto a los danos de la piel, se
asocia sequedad de las vias respiratorias altas y astenia
de predominio matutino. No presenta otra sintomato-
logia de interés, como dolores articulares o limitacién
de movimientos, disnea, disfagia o pérdida de peso.

Se solicita la realizacion de un proteinograma jun-
to con anticuerpos anticelulares (ANA) y anticuerpos
anticitoplasma de neutroéfilos (ANCA). Los anticuerpos
ANA, realizados mediante inmunofluorescencia indi-

Conflicto de intereses: los autores declaran no tener ningtn conflicto de interés.

Correspondencia: JesUs Ledn Lazaro. Servicio de Andlisis Clinicos. Hospital
de Mérida. Avda. Antonio Campos Hoyos. 06800 Mérida
e-mail: jesus.leon@salud-juntaex.es

recta (IFl) sobre células HEp-2 (Menarini, Florencia, Ita-
lia), resultan positivos, con un patron moteado (AC-2)
a titulo 1:640. Tras este resultado y la sospecha clinica
por las lesiones dérmicas, el laboratorio decide ampliar
el estudio y realizar un inmunoblotblot (Euroinmun,
Lubeca, Alemania), que incluye los siguientes anticuer-
pos para el estudio de miopatias: CN-1A, Jo-1, Ej, PL-7,
PL-12, OJ, SRP, PM, Scl, Ku, Mi2, MDA5, NXP2, SAE-1
y TIF1-y. De este panel salen positivos los TIF1-y y los
SAE-1, compatibles con el patron de ANA que la pa-
ciente presentaba. El estudio de los ANCA (Menarini,
Florencia, Italia) resulta negativo.

Tras los resultados, se deriva a la paciente al servicio
de reumatologia por recomendacién del laboratorio de-
bido a los anticuerpos positivos, donde se reevaluan las
lesiones, se solicita una nueva analitica en la que se in-
cluyen los marcadores tumorales y desde donde se de-
riva a la paciente a la consulta de dermatologia debido a
la sospecha de dermatomiositis. Alli se confirma que las
lesiones dérmicas son compatibles con esta patologia.
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En la analitica solicitada por el reumatélogo se ob-
jetiva un CA 19.9 de 6355 U/ml (VN: 0-39), CA 125 de
82,60 U/ml (0-35) y CEA de 81,10 ng/ml (0-4,30) (Roche,
Basilea, Suiza). Tras estos resultados, se realizaron una
tomografia y un PET-TAC, cuyos resultados eran com-
patibles con la presencia de nédulos a nivel digestivo
sugestivos de neoplasia. Posteriormente, en una colo-
noscopia, se le extrajo un polipo de 3 mm de la zona
del ciego que anatomia patoldgica identificé como un
adenocarcinoma de ciego de probable origen gineco-
logico, segun las pruebas de inmunohistoquimica. El
tumor ginecoldgico no pudo confirmarse ni establecer-
se su estadio.

Tras la confirmacién de la neoplasia, la paciente se
remitio al servicio de oncologia médica y a cirugia.
Se sometid a tratamiento quirdrgico para eliminar las
lesiones y a quimioterapia. Actualmente esta en remi-
sion completa, con los marcadores tumorales norma-
lizados. La dermatomiositis continlua en seguimiento
por el servicio de reumatologia y esta controlada con
corticoides. La mayoria de los sintomas cutaneos han
desaparecido. Unicamente persisten unas leves lesio-
nes en el dorso de las manos.

DISCUSION
Las enfermedades autoinmunes son el resultado de

una alteracién de los mecanismos de tolerancia hacia
los antigenos propios que provoca danos contra ele-

mentos celulares o tisulares del organismo y consti-
tuyen un amplio grupo en el que podemos encontrar
patologias sistémicas u érgano especificas. Tienen ori-
gen multifactorial, en el que los factores genéticos, am-
bientales, hormonales y nutricionales juegan un papel
importante y se asocian a los factores inmunitarios.

A nivel genético, los genes mas estudiados en las
patologias inmunitarias son los que pertenecen al
complejo mayor de histocompatibilidad (main histo-
compatibility complex, MHC), al que muchas enfer-
medades suelen estar asociadas (1). En el caso de la
dermatomiositis, se han sugerido asociaciones con el
HLA DRB1*0301y el DQA1*0501 en pacientes caucasi-
cos y con el HLA-B7 en asiaticos, asi como asociacio-
nes de otros HLA con la dermatomiositis juvenil o la
inducida por farmacos (2).

Para clasificar las miopatias, se han propuesto dos
clasificaciones:

— Una basada en sus caracteristicas clinicas, en las
que se distinguen dermatomiositis, polimiositis y
miositis por cuerpos de inclusion (3).

— Otra, con base en los anticuerpos que aparecen en
cada patologia, en funcion de si son especificos de
miositis o asociados a ella (4) (Tabla I).

La epidemiologia es dificil de estimar debido a la va-
riedad de clasificaciones que se han usado a lo largo de
la historia. Ciertos estudios indican ratios de incidencia
de 2,47-7,8 por cada 100 000 personas al ano y una pre-
valencia de 9,54 a 32,74 por cada 100 000 individuos.
Estudios especificos sobre dermatomiositis han estima-

Tabla I.

33

Anticuerpos en miositis inflamatorias y principales patologias asociadas (adaptado de Bielsa Marsol) (4)

Anticuerpo Antigeno

Paciente con anticuerpos

Sindrome clinico asociado

(%)
Especificos de miositis
Formas agudas de miositis, artritis,
Antisintetasas afeccién pulmonar, fiebre, “manos de
mecanico” y fenomeno de Raynaud
Anti-Jo-1 Histidinil-ARNt sintetasa 20
Anti-PL-7 Treonil-ARNt sintetasa 5-10
Anti-PL-12 Alanil-ARNt sintetasa <5
Anti-OJ Isoleucil-ARNt sintetasa <5
Anti-EJ Glicil-ARNt sintetasa 5-10
Anti-KS Asparraginil-ARNt sintetasa <5
Anti-Zo Tirosil-ARNt sintetasa <1
Anti-YRS Tirsosil-ARNt sintetasa <1

Antiparticula de
reconocimiento
de senal

Particula de reconocimiento
de senal

Afeccion muscular grave, afeccion
5 miocardica y disfagia.
Miopatia necrosante

(Continda en pagina siguiente)
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Tabla | (cont.).

Anticuerpos en miositis inflamatorias y principales patologias asociadas (adaptado de Bielsa Marsol) (4)

Anticuerpo

Antigeno

Paciente con anticuerpos

Sindrome clinico asociado

(%)
Especificos de miositis
Anti-Mi-2 Helicasa nuclear 5-10 Lesiones cutaneas
Anti-CADM-140 Desconocido 50 con DMA Especifico de DMA
Anti-p155/p140 TIF-1-y 20 con DMA DM, alta asociacion a cancer
8

5 si se asocia a

Anti-SAE-1 Enzima activadora SUMO-1 Dermatomiositis
enfermedad pulmonar
intersticial
Anti-MJ Desconocido <5 DM juvenil
Anti-PMS1 Enzima reparadora de ADN <5
Asociados a miositis
Anti U1 ribonucleopro- U1 ribonucleoproteina Solapamiento de miositis
; 10 . . .
teina nuclear y enfermedad mixta de tejido conectivo
. Solapamiento de polimiositis
Anti-Ku SRR e refor) 20-30 y esclerodermia (principalmente
ADN-PK .
en japoneses)
. Solapamiento de polimiositis
Anti-PM-Scl Gerrmgllere el ols 7 & 96 8-10 y esclerodermia (principalmente

proteinas

en caucasicos)

ADN: 4cido desoxirribonucleico; ADN-PK: 4cido desoxirribonucleico dependiente de proteina cinasas; ARNt: 4cido ribonucleico de transferencia; DM: dermatomio-
sitis; DMA: dermatomiositis amiopética; TIF-1- y: factor transcripcional intermediario 1-y.

do un ratio de 1-6 personas por cada 100 000 adultos en
Estados Unidos y el estudio Euromyositis identificé la
patologia en un 31 % de los pacientes estudiados. Afec-
ta mas a mujeres, en una proporcion 2:1, y a todas las
etnias, especialmente a los afroamericanos (5).

La dermatomiositis se engloba dentro del grupo de
las miopatias inflamatorias, que es un grupo hetero-
géneo que afecta al sistema musculoesquelético y que
habitualmente presenta manifestaciones extramuscu-
lares como la artritis, enfermedad pulmonar intersticial
o problemas cutaneos (6).

La enfermedad cursa con afectacion muscular, que
incluye debilidad en musculos proximales, asociada o
no a otros problemas sistémicos, y a nivel histologico
pueden observarse diferentes niveles de necrosis de fi-
bras musculares, asi como infiltrados mononucleares.
Los patrones histoldgicos ayudan a distinguir entre
diversas patologias, como polimiositis o dermatomio-
sitis. Estos hallazgos musculares se acompanan de al-
teraciones en estudios electromiograficos (7), valores
de la creatina cinasa (CK) normales o aumentados y
velocidad de sedimentacién globular (VSG) alta (4). En
el caso expuesto, la paciente presentaba niveles nor-
males de CK yVSG, aunque posteriormente esta ultima
aumento ligeramente.

[Rev Med Lab 2023:4(1):32-35)

La piel también resulta muy afectada en esta pato-
logia. Se observan unas lesiones muy tipicas y que
pueden preceder o desarrollarse junto a los problemas
musculares. Algunas son muy caracteristicas, como el
exantema heliotropo, que afecta de manera bilateral
a los parpados y que era uno de los sintomas que la
paciente presentaba, junto con los hallazgos del labo-
ratorio, asi como la presencia del sindrome de Gottron,
unas lesiones violaceas que pueden acompanarse de
descamacion en el cuero cabelludo, el tronco y el es-
cote (7).

Dentro de los diferentes anticuerpos que son es-
pecificos de las miopatias inflamatorias, la paciente
presentaba positivos los anticuerpos anti-SAE-1, pre-
sentes en el 8 % de pacientes con dermatomiositis, y el
anticuerpo contra la proteinaTIF-1-y, que es uno de los
mas relacionados con la presencia conjunta de derma-
tomiositis y neoplasia. Diversos estudios muestran que
este anticuerpo estuvo presente en un 75 % de casos
de miositis autoinmune con neoplasias asociada y en
un 37 % en pacientes con dermatomiositis que poste-
riormente desarrollaron cancer (8). El anticuerpo frente
aTIF-1-y tiene gran especificidad (alrededor de un 96 %)
y una sensibilidad de un 50 % en pacientes que presen-
tan dermatomiositis asociada a neoplasia (9).
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Estudios recientes de cohortes han demostrado una
asociacion significativa entre miositis y neoplasias, con
mayor riesgo en los casos de dermatomiositis, aunque
no queda definida cual es la mejor manera de estudiar
esa neoplasia (10).

La edad y la presencia de lesiones necroticas en
la piel se han relacionado como unos de los princi-
pales marcadores de neoplasia en el contexto de la
enfermedad (4). En nuestro caso, la paciente presen-
taba una edad avanzada, pero no se objetivé la pre-
sencia de ninguna lesidn necrética en la afectacion
dérmica.

Los marcadores CA 19.9 y CA 125 pueden ser de
especial interés para el estudio de los tumores (10).
En nuestro caso, los niveles de ambos marcadores
se encontraban elevados, lo que indicaba la posibi-
lidad de una neoplasia asociada al problema reuma-
tologico.

Es importante la actuacién del laboratorio a la hora de
reconocer los patrones IFl y su relacion con los anticuer-
pos y las patologias que pueden estar relacionados con
ellos para poder ampliar el estudio de forma mas es-
pecifica para ayudar en el diagnostico de entidades tan
complejas como en nuestro caso, en el que la paciente
no presentaba ninguna sintomatologia que pudiera indi-
car la presencia de un tumor.

PUNTOS A RECORDAR

— La dermatomiositis es una miopatia inflamatoria
que puede aparecer en pacientes de cualquier
edad.

— Es importante reconocer los distintos patrones
de IFI, los anticuerpos relacionados con ellos y su
relacion con las patologias y la clinica de los pa-
cientes para poder ampliar los estudios segun los
datos iniciales.

— Existen muchos anticuerpos asociados a las mio-
patias inflamatorias, algunos de los cuales aumen-
tan el riesgo de padecer un tumor. Los anticuerpos
anti-TIF-1-y son unos de los que mas se relacionan
con la entidad dermatomiositis-neoplasia.

— En este grupo de pacientes, el uso de los marca-
dores tumorales puede ser de utilidad para poder
identificar una posible neoplasia oculta.
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Neoplasia de ovario en liquido ascitico
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El cancer de ovario es la quinta causa principal de
muertes entre las mujeres (1) y, junto a la neoplasia
de tracto gastrointestinal, la principal causa de ascitis
maligna (2).

Se presenta la imagen del liquido ascitico de una
mujer de 57 anos con antecedentes familiares de can-
cer de mama. Acude a la consulta por un cuadro de
epigastralgia con dos meses de evolucién acompa-
nado de molestia abdominal, febricula y ascitis volu-
minosa. Decide realizarse paracentesis evacuadora y
diagnostica.

El liquido presenta un aspecto macroscoépico turbio
y de color amarillo anaranjado. El estudio bioquimi-
co del liquido (Atellica CH, Siemens®) refleja: gluco-
sa: < 10 mg/dL; lactato deshidrogenasa: 871 U/L (<
165 U/L sugestivo de trasudado), y proteinas: 5,2 g/
dL (< 3 g/dL, sugestivo de trasudado). El estudio cito-
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logico se realiza por citometria de flujo fluorescente
(XN1000, Sysmex®), en el que destaca una concen-
tracion de células nucleadas de 7559 células/uL y un
21 % de células de alta fluorescencia. Se realiza es-
tudio microscopico para diferenciacion celular tras
citocentrifugacion y tincion May-Griinwald-Giemsa.
Observamos un 100 % de células no hematoldgicas
con morfologia atipica (3): gran tamano, intensa ba-
sofilia del citoplasma, ntcleos excéntricos e irregula-
resy algunas de ellas con grandes vacuolas. Ademas,
se informa de la presencia de nidos celulares y de
canibalismo celular, dos caracteristicas patognomoé-
nicas de infiltracién por neoplasia sdélida (Fig. 1).

El analisis de liquidos biolégicos en el laboratorio de
Urgencias es de gran interés por su tiempo de respuesta
corto y aporta un gran valor anadido tanto en orienta-
cién diagndstica como sobre el tratamiento del paciente.
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Figura 1 - Citologia del liquido ascitico en un microscopio optico (Nikon Eclipse E200) (Izquierda imagen a 100x; derecha imagen a 50x).
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para la determinacion del receptor soluble del activador

del plasmindgeno tipo urocinasa (suPAR) en el laboratorio de
urgencias: inmunoensayo de flujo lateral frente a turbidimetria
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El biomarcador suPAR (receptor soluble del activador del plasmindégeno
tipo urocinasa) es la forma soluble de una proteina sanguinea llamada
uPAR, unida a la membrana celular y expresada principalmente en células
inmunoldgicas y endoteliales. Altos niveles de suPAR estan asociados con
un aumento de la inflamacion celular, progresion de la enfermedad y au-
mento del riesgo de mortalidad al ingreso hospitalario.

Cuantificar la concentracion suPAR puede ser de utilidad para la estratifi-
cacion del riesgo en los pacientes que acuden a un servicio de urgencias
y para determinar la necesidad o no de un ingreso hospitalario y predecir
la probabilidad de supervivencia.
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Estudio de intercambiabilidad entre dos métodos analiticos para la determinacién del suPAR
en el laboratorio de urgencias: inmunoensayo de flujo lateral frente a turbidimetria

Keywords:

suPAR. Interchangeability. Soluble
urokinase-type plasminogen activator
receptor. suPARNnostic®.

Se ha realizado un estudio de intercambiabilidad de métodos para la de-
terminacion del biomarcador suPAR mediante inmunoensayo de flujo la-
teral y turbidimetria. Hemos evaluado la intercambiabilidad de los dos
métodos, su grado de concordancia y la equivalencia entre los resultados
de ambos.

En ausencia de errores sistematicos relevantes, el método turbidimétrico
suPARnostic Roche Turbilatex puede ser intercambiable con el inmunoen-
sayo de flujo lateral Quick Triage.

Por otra parte, aunque no sea el objetivo de este estudio, a partir de los
valores de suPAR obtenidos se han agrupado los pacientes seleccionados
segun su riesgo de padecer eventos adversos.

ABSTRACT

The biomarker suPAR (urokinase-like plasminogen activator receptor) is
the soluble form of a blood protein called uPAR, bound to the cell mem-
brane and expressed mainly in immune and endothelial cells. High levels
of suPAR are associated with increased cellular inflammation, disease pro-
gression, and increased risk of mortality upon hospital admission.

Quantifying suPAR may be useful for risk stratification in patients attend-
ing an emergency department and for determining the need or not for
hospital admission and predicting the likelihood of survival.

A comparative study of the determination of the suPAR biomarker by lat-
eral flow immunoassay and turbidimetry has been carried out. We have
evaluated the interchangeability of the two techniques, their degree of
agreement and the equivalence between the results of both.

In the absence of relevant systematic errors, the suPARnostic Roche Tur-
bilatex turbidimetric technique may be interchangeable with the Quick Tri-
age lateral flow immunoassay.

On the other hand, the quantitative values of suPAR have been related to
the prediction of adverse events that occurred in the selected patients.

INTRODUCCION

uPAR unida a la membrana celular, la cual esta expresada
principalmente en células inmunoldgicas, células endo-

Las principales garantias que deben proporcionar
todos los laboratorios clinicos son asegurar que sus
resultados son exactos (veraces y precisos), que per-
miten una interpretacion clinica correcta y que son
comparables con los resultados anteriores o posterio-
res y conmutables entre los distintos métodos analiti-
cos y los laboratorios (1).

Los reactantes de fase aguda son proteinas plasma-
ticas que sufren alteraciones durante la inflamacién.
Aunque la velocidad de sedimentacion globular y la
proteina C reactiva han sido tradicionalmente las mas
utilizadas como marcadores de inflamacion en condi-
ciones infecciosas y no infecciosas (2), existen muchos
otros biomarcadores, como la procalcitonina, la protei-
na amiloide sérica A, el fibrindgeno, la ferritina, alfa-1
antitripsina, haptoglobina, alfa-1 glicoproteina o ceru-
loplasmina, entre otros.

El receptor soluble del activador de plasmindgeno
tipo urocinasa (suPAR) es la forma soluble de la proteina

teliales y en células de musculo liso (3). Fue descubierto
en 1992 y se trata de un biomarcador de inflamacion que
interviene en la cascada de senales del activador de plas-
mindgeno de urocinasa, que se ha sugerido que juega
un papel clave en el desarrollo, en la presencia y en la
gravedad de multiples enfermedades (4) como activador
inmune y de la inflamacion.

Entre los métodos de medida disponibles en el mer-
cado para la determinacién de suPAR en nuestro labo-
ratorio hemos seleccionado el inmunoensayo de flujo
lateral suPARnostic® QuickTriage y el suPARnostic®Tur-
biLatex Reagents, un método turbidimétrico.

Los objetivos de este estudio fueron comprobar la
intercambiabilidad entre el inmunoensayo de flujo la-
teral y la turbidimetria, disponibles en nuestro labo-
ratorio, y establecer el grado de equivalencia de los
resultados identificando previamente los posibles ses-
gos para asegurar la ausencia de errores sistematicos
relevantes.

[Rev Med Lab 2023:4(1):38-42]
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MATERIALY METODOS Procedimientos de medida
Muestras suPARnostic® Quick Triage ViroGates A/S Denmark

Se han empleado muestras de plasma con EDTA o
heparina de litio de 86 pacientes que acudieron al servi-
cio de urgencias del Hospital Universitario de Méstoles
(Madrid) durante un periodo de 3 semanas selecciona-
dos de forma no consecutiva con los siguientes crite-
rios de inclusion:

— Mayores de 16 anos que acudieron a la urgencia ge-
neral. Quedaron excluidos los que acudian por mo-
tivos de consulta relacionados con traumatologia,
ginecologia, oftalmologia y otorrinolaringologia.

— Presentar alguno de los siguientes motivos de
consulta: mareo, sincope, deterioro general, ma-
lestar general, dolor toracico, fiebre, disnea o do-
lor abdominal.

— Tener indicacion médica de realizacion de andlisis
clinicos.

— Firmar el consentimiento de inclusion en el estu-
dio (4).

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Inves-
tigacion Clinica del Hospital Universitario de Mostoles
(n.° de registro 2019/028) y los pacientes fueron atendi-
dos segun los criterios habituales.

Las muestras una vez extraidas y enviadas al laborato-
rio de urgencias fueron centrifugadas a 3500 rpm duran-
te b minutos para ser analizadas por ambos métodos.

En cuanto a los participantes, 86 pacientes se selec-
cionaron en una fase inicial del estudio y se les cuanti-
fico suPAR a su llegada al servicio de urgencias por las
dos técnicas disponibles.

Se dispone de los datos demograficos, informacion
sobre comorbilidades y resultados bioquimicos de 85
de los 86 pacientes, por lo que un paciente queda ex-
cluido del estudio. La edad media de los pacientes fue
de 58,2 anos (+ 21,3 anos). En cuanto al sexo, 52 eran
mujeres (61,2 %) y 33, hombres (38,8 %).

Las comorbilidades existentes en los pacientes selec-
cionados son las siguientes: diabetes mellitus de tipo 2,
12 pacientes (14,3 %); hipertension arterial en tratamiento,
31 pacientes (36,5 %); enfermedad pulmonar obstructiva
crénica en tratamiento, 12 pacientes (14,1 %); dislipemia
en tratamiento, 27 pacientes (31,8 %); cardiopatia isqué-
mica, 13 pacientes (15,3 %); insuficiencia cardiaca con-
gestiva episodio agudo, 3 pacientes (3,5 %); fibrilacion
auricular, 8 pacientes (9,4 %) e insuficiencia renal cronica,
7 pacientes (8,2 %).

Los motivos de consulta mas frecuentes fueron:
dolor abdominal (24 casos, 28,2 %), disnea (16 casos,
18,8 %), malestar general (17 casos, 20,0 %), dolor to-
racico (10 casos, 11,8 %), fiebre (5 casos, 5,9 %), mareo
(8 casos, 9,4 %), pérdida de consciencia (1 caso, 1,2 %)
y deterioro (4 casos, 4,7 %).

51 fueron dados de alta sin eventos posteriores (gru-
po 1), 26 ingresaron o volvieron a urgencias durante el
seguimiento (grupo 2) y 8 ingresaron en UCI o murie-
ron en este tiempo (grupo 3).

[Rev Med Lab 2023:4(1):38-42]

Es el procedimiento evaluado. Permite la determina-
cién cuantitativa de suPAR en el plasma. El dispositivo
tiene fijados anticuerpos monoclonales de rata y ratéon
conjugados con oro contra suPAR humano. Las mues-
tras de plasma con EDTA o heparina se mezclan con el
buffer y se aplican al dispositivo suPARnostic® Quick
Triage. Durante los 20 minutos de incubacion, el suPAR
de la muestra reacciona con los anticuerpos anti-suPAR
conjugados con oro y migra a través de la membrana
de nitrocelulosa. Los anticuerpos unidos al suPAR de
la muestra se unen a los anticuerpos de captura en la
linea de ensayo, mientras que los anticuerpos no uni-
dos a suPAR seran capturados por la linea de control
(anticuerpos antirratén).

El suPARnostic® QuickTriage se calibra internamente. Tie-
ne un intervalo de medicion de 2,5 ng/ml a 15,2 ng/ml (5).

suPARnostic® TurbilLatex Reagents

Es el procedimiento de comparacion. Es un sistema
de medida turbidimétrico validado para las platafor-
mas de Roche Cobas ¢501/502.

Los anticuerpos anti-suPAR fijados al [atex reaccionan
con el antigeno de la muestra para formar complejos
antigeno-anticuerpos que se determinan turbidimétri-
camente a 570/800 nm tras la aglutinacion.

El intervalo de medida es de 1,8 ng/mL a 16,0 ng/mL (6).

Tratamiento de los resultados

Para analizar los resultados se han seguido las re-
comendaciones de la Comision de Metrologia de la
Sociedad Espanola de Bioquimica Clinica y Patologia
Molecular, que recomienda la utilizacion de dos métodos
estadisticos: el analisis de las diferencias (Concordancia
de Bland-Altman) y la regresion lineal (Passing -Bablock)
(1). Se denominaY al método que esta probandose (en
este estudio, el inmunoensayo de flujo lateral) y X, al
método de comparacion o de referencia (en nuestro
laboratorio, la turbidimetria) (7). Dado que el método
de comparacién es el de referencia, consideramos que
la posible diferencia entre ambos es también el sesgo
que presenta el método a evaluar.

RESULTADOS

Con el fin de comparar los resultados entre ambas
pruebas diagnésticas, se hizo un estudio de regresién
Passing-Bablock (Tabla I).

El valor de la ordenada en el origen es de 0,059, con
un intervalo de confianza (IC) de 95 % (-1,040-1,209).
Este intervalo contiene el cero, por lo que puede con-
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Tabla I.

Medianas y rangos intercuartilicos obtenidos para la clasificacion de los pacientes en distintos grupos
(pacientes de bajo riesgo, riesgo moderado y riesgo alto) con cada una de las técnicas

n Grupo 1, n=51 (60,5 %)

Grupo 2, n= 26 (30,2 %) Grupo 3, n=8 (9,3 %)

Turbidimetria

Mediana (25-75 %) &2 AR

4,9 (3,8-71) 77 (5,7-12,2)

Inmunoensayo de flujo lateral

Mediana (25-75 %) &2 SR

5,0 (2,2-8,8) 8,0 (4,8-11,8)

cluirse que el procedimiento evaluado no presenta
diferencias sistematicas constantes con respecto al tur-
bidimétrico.

El valor de la pendiente es de 1,126, con un IC del
95 % (0,833-1,396). Este intervalo contiene el valor
1, lo que indica que no hay diferencias sistematicas
proporcionales y que los resultados obtenidos con el
inmunoensayo de flujo lateral son equivalentes a los
obtenidos por turbidimetria.

Mediante el estudio de concordancia de Bland-Alt-
man se calculd que la media de las diferencias es de
-0,28, con un IC 95% (-9,837-9,276), lo que indica que
esta media de las diferencias no es significativa (Fig. 1).

El coeficiente de correlacion r de Pearson es de 0,612,
lo que indica una correlacion positiva moderada.

DISCUSION

Un papel fundamental de los analistas clinicos es ga-
rantizar la fiabilidad de los resultados mediante estu-
dios de comparacion y la validacion de métodos.

En los estudios de veracidad, para considerar la
existencia de un error sistematico, este debe ser sig-
nificativo tanto en el analisis de las diferencias por
Bland-Altman (Fig. 1) como en la regresion lineal (1)
(Tabla I).

En nuestro estudio no se ha detectado la presencia
de error sistematico, ni proporcional ni constante sig-
nificativos, lo que evidencia que las diferencias anali-
ticas entre los dos métodos no son estadisticamente
significativas.

Estratificacion del riesgo de los pacientes

Un estudio realizado con la sangre de 9305 donantes
establecio que la concentracion de suPAR en personas
sanas es de alrededor de 2-3 ng/mL; en pacientes que
acuden al servicio de urgencias suele ser de alrededor
de 3-6 ng/ml, y en pacientes con enfermedad grave y
fallo orgéanico, suPAR, a menudo tiene dos digitos (3).
Asi, pued estratificarse a los pacientes en distintos gru-
pos de riesgo en funcién de los niveles de suPAR.

En nuestro estudio las medianas obtenidas con am-
bos procedimientos para los tres grupos de pacientes
fueron: 3,7 ng/ml para pacientes de bajo riesgo (grupo

Bland-Altman Plot

20+

Difference Between Measurements

Average Measurement

Figura 1 - Andlisis de las diferencias por Bland-Altman.

1), 5 ng/ml para pacientes de riesgo moderado (grupo
2) y 79 ng/ml para pacientes de riesgo alto (grupo 3)
(Tabla II).

Los valores medios de cada grupo fueron: 5,2 ng/ml
para pacientes de bajo riesgo (grupo 1), 72 ng/ml para
pacientes de riesgo moderado (grupo 2) y 9,8 ng/ml
para pacientes de riesgo alto (grupo 3) (Tabla llI).

Con base en la bibliografia, los puntos de corte utiliza-
dos en la practica clinica para la clasificacion de los pa-
cientes a su llegada al servicio de urgencias son: niveles
de suPAR < 3 ng/ml indican un buen pronéstico, pacien-
tes con bajo riesgo de mortalidad o reingreso, ausencia
de comorbilidades o que estan bien tratadas y sujetos
sanos; niveles de suPAR de 3,1 a 8,9 ng/ml indican que
el riesgo de mortalidad y de reingreso estan elevados,
presencia de infecciones agudas o créonicas como can-
cer, EPOC, enfermedades cardiovasculares, demencia,
diabetes, hepatopatias y enfermedades renales; niveles
de suPAR > 9 ng/ml se observan en pacientes graves y
en condiciones de amenaza para la vida, como sepsis o
danos graves de la funcién orgénica. El riesgo de morta-
lidad esta significativamente elevado (3).

[Rev Med Lab 2023:4(1):38-42]
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Tabla II.

Medias y desviaciones estandares obtenidas para la clasificacion de los pacientes en distintos grupos
(pacientes de bajo riesgo, riesgo moderado y riesgo alto) con cada una de las técnicas

n Grupo 1, n=51 Grupo 2, n=26 Grupo 3, n=8
Turbidimetria
Media + DE 85 50+4,6 70+ 6,0 99+64
Inmunoensayo de flujo lateral 85 5,4+33 73 +8,1 97+4,6

Media + DE

DE: desviacion estandar.

Tabla IlI.

Estudio de regresion Passing-Bablock

Valor IC 95 %
Ordenada origen 0,059 -1,040 1,209
Pendiente 1,126 0,833 1,396

Los valores medios obtenidos en nuestro estudio para
cada grupo (Tabla lll) coinciden con los de la bibliografia
para el grupo de pacientes de riesgo moderado y alto.
Sin embargo, para la clasificacion de los pacientes de
bajo riesgo, el valor medio obtenido en nuestro estudio
es algo mayor (niveles de suPAR por debajo 5 ng/ml
frente a 3 ng/ml). Este nuevo punto de corte reduce el
tiempo medio de estancia de los pacientes en la urgen-
cia al requerir un menor nimero de pruebas y de cuida-
dos, lo que se traduce en menores costes hospitalarios.

CONCLUSIONES

Tanto el estudio de intercambiabilidad por regre-
sién lineal de Passing-Bablock como el estudio de con-
cordancia mediante el andlisis de las diferencias de
Bland-Altman concluyen que suPARnostic® Quick Triage

[Rev Med Lab 2023:4(1):38-42]

y suPARnostic® TurbiLatex Reagents son intercambia-
bles para la determinacion de suPAR.
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Reglas automatizadas en el sistema informatico
del laboratorio para la deteccion de pseudohiperpotasemias

Sr. Director:

Hemos leido atentamente la exposicion del caso cli-
nico “Pseudohiperpotasemia por trombocitosis: una
entidad a veces olvidada’] presentado por Sergio Sal-
guero y cols. (1), y ante todo queremos felicitar a los
autores por su excelente presentacion, aunque nos
gustaria matizar algunos aspectos y aportar la expe-
riencia de nuestro centro.

En este caso clinico, se define pseudohiperpotasemia
como “elevacién de potasio sérico superior al menos
0,4 meqg/L a la de plasma, aunque se ha llegado a con-
siderar practico una diferencia de hasta 1 meqg/L” (2,3).

Esta definicién solo seria aplicable a aquellos casos
de pseudohiperpotasemia producida por trombocitosis,
pero no a otros casos, como las leucocitosis (linfocito-
sis) extremas, en las que los valores de la concentracion
de potasio estarian aumentados tanto en suero como en
plasma debido a que, como bien se describe en su arti-
culo, el mecanismo de presentacion de la pseudohiper-
potasemia se debe a la liberacion de potasio intracelular
por un aumento de la lisis celular tras la centrifugacién.

Por lo tanto, aunque esta definicion se ha recogido
en la bibliografia de manera historica y estd contem-
plada en multiples publicaciones, creemos que puede
generar confusidn y parece conveniente empezar a uti-
lizar una definicién mas global y sencilla como: “Falsa
elevacion de potasio in vitro”

Como se muestra en su articulo, la presencia de
una pseudohiperpotasemia puede dar lugar a la ins-
tauracion de tratamientos inadecuados (poliestireno
sulfonato calcico, dieta baja en potasio, etc.), errores
diagnésticos (paciente con hiperpotasemia) y au-
mento de estudios y consultas sucesivas. Es por ello
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Rev Med Lab 2023;4(1):43-44

que los resultados emitidos desde el laboratorio sin in-
terpretacion facultativa pueden dar lugar a la creacién
de una patologia ficticia y, por lo tanto, a una utilizacion
inadecuada de los recursos sanitarios, pero sobre todo
a un riesgo potencial para la vida del paciente (4).

En nuestro centro, a partir de la presentacion del
caso clinico que se expone a continuacion, se decidid
la instauracién de una regla en el sistema informatico
de laboratorio (SIL) que ayudara a la deteccion de posi-
bles pseudohiperpotasemias:

Mujer de 93 anos que acude al Servicio de Urgencias
por diarrea y mialgias y que tiene como antecedentes una
leucemia linfatica cronica. Presenta un valor de potasio
de 8,9 mmol/L (3,5-5,1 mmol/L) en la analitica solicitada.
No presentaba alteracion del perfil hepatico ni renal, sin
datos analiticos sugerentes de hemolisis ni rabdomiéli-
sis. El electrocardiograma presentaba un registro normal
y no habia recibido ningun tratamiento que provocara
hiperpotasemia.

En el hemograma la cifra de leucocitos fue 395 540
leucocitos/uL (4000-11 600 leucocitos/uL), con 384 000
linfocitos/ul (1000-3200 linfocitos/uL). Se sospechd que
pudiera deberse a una elevacion espuria de potasio de-
bido a un aumento de la fragilidad celular, por lo que
se solicité desde el laboratorio el envio de una muestra
de gasometria en mano para realizar la medicion de
potasio sin realizar centrifugacion. Los valores obteni-
dos de potasio en sangre total sin centrifugar fueron
de 3,6 mmol/L.

Tras este caso, se establecié una regla en SIL que con-
siste en la ampliacion de una prueba interna (prueba no
imprimible en el informe) cuando en el hemograma se
observa una cifra de leucocitos superior a 100 000 leuco-
citos/ul o de plaquetas superior a 1 000 000 plaquetas/ul.
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En la prueba interna se adjunta un texto que indica: “Che-
quear potasio. El paciente presenta un incremento de pla-
quetas o leucocitos. Es importante la revision del paciente
con hiperpotasemia y también con normopotasemia, ya
que pueden enmascarar una hipopotasemia real”

El primer ambito de aplicacion en nuestro centro ha
sido el area de urgencias. Debe considerarse que en
nuestra area de urgencias se utilizan muestras de plas-
ma con tubos heparinizados, por lo que la interferencia
por trombocitosis es muy poco probable.

Actualmente esta en fase de revision y con perspec-
tiva de ampliar su uso al drea de bioquimica de rutina.
Transcurrido un aho, se evaluaran los casos detecta-
dos, la posibilidad de hacer unos rangos mas estric-
tos para evitar la revision continua de muestras con
muy poca probabilidad de presentar el evento y, por
supuesto, con la incorporacién al area de rutina, la re-
percusion de la utilizaciéon de muestras de suero y de
plasma de manera alternativa.

Como conclusion podemos observar que la aplica-
cion de algoritmos o de reglas en el SIL puede ayudar a
la deteccion de situaciones que, al ser poco frecuentes,
pueden pasar desapercibidas, sobre todo en el area de
urgencias, donde existe mucha rotacién de personal,
tanto técnico como facultativo, mayor carga puntual de
muestras que requieren una respuesta rapida e inclu-
so menor formacion, y a mejorar la asistencia a nues-
tros pacientes, ademas de a aumentar la seguridad en
nuestras areas de trabajo.

[Rev Med Lab 2023:4(1):43-44]
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