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La especialidad de Genética de Laboratorio

que siempre ha existido

Hace escasamente unas semanas nos despertaba-
mos con la noticia de que la Comision de Recursos
Humanos del Sistema Nacional de Salud (SNS) habia
aprobado la creacion de las especialidades de Gené-
tica Médica y Genética de Laboratorio tras revisar la
propuesta elaborada por el grupo encargado de anali-
zar las necesidades de especializacion en el Ministerio
de Sanidad. Este acuerdo significa que la Comisién de
RR. HH. emitira su propuesta para el desarrollo de es-
tas especialidades mediante un futuro real decreto.

Las razones detras de esta decision obedecen princi-
palmente a una supuesta carencia en el SNS de estas
prestaciones debido a la falta de profesionales forma-
dos para su practica. Es mas, el secretario de Estado de
Sanidad, Don Javier Padilla, ya declaré a finales de octu-
bre de 2024: “Elaboraremos el real decreto y esperamos
que pronto tengamos las dos especialidades, de Genéti-
ca Clinica y de Laboratorio, dentro de nuestro sistema”

El Consejo Editor de Revista de Medicina de Labora-
torio, como 6rgano de expresion de AEBM-ML y AEFA,
cree necesario realizar una enérgica toma de posicion
al respecto, ya que consideramos que atenta contra la
profesionalidad y los intereses de las especialidades a
las que representamos. Confundir una prestacion asis-
tencial adecuada en el ambito de la genética de labo-
ratorio con la creacidon de la especialidad en genética
de laboratorio es un error conceptual. La necesidad
de una mejor organizacién no puede resolverse Unica-
mente con la creacion de una nueva especialidad.

La creacion de una nueva especialidad de Genética
de Laboratorio es a todas luces innecesaria en nues-
tro pais. Las especialidades de Laboratorio Clinico
actuales (Andlisis Clinicos y Bioquimica Clinica) cuen-
tan con una formacion y una regulacion establecidas

ISSN (electrénico): 2660-7638 - ISSN (papel): 2660-7484
Rev Med Lab 2024;5(3):73-74

para la practica profesional en genética. De hecho, en
los programas formativos de las especialidades de
Andlisis Clinicos y Bioquimica Clinica, aprobados por
la Orden SCO0/3369/2006, de 9 de octubre, y la Orden
SCO0/3252/2006, de 2 de octubre, respectivamente, se
incluyen competencias en diagnostico genético y mo-
lecular, asi como en asesoramiento genético. Estos
programas se publicaron en el BOE hace ya 18 anos,
por lo que a priori una carencia de profesionales debi-
do a una formacion inexistente no puede ser el motivo
que mueva a la creacion de una nueva especialidad, ya
que es un argumento falaz.

Actualmente son numerosos los especialistas en
Andlisis Clinicos o Bioquimica Clinica que trabajan
en el area de la genética con un alto nivel de cualifica-
cion. De hecho, las dos comisiones nacionales actual-
mente existentes y las tres sociedades cientificas de
laboratorio, que se unificardn en una Unica en enero
de 2025, SEMEDLAB, coinciden en sus argumentos.

Detras de esta supuesta exigencia de una nueva es-
pecialidad necesaria en el SNS existen profesionales
sin formacion especializada reglada que actualmente
trabajan en laboratorios vinculados al 4rea de genética.
Entendemos la legitima defensa de sus intereses per-
sonales y profesionales. Sin embargo, consideramos
que no debe confundirse el diseno de la formacion
sanitaria especializada del SNS con la busqueda de
soluciones para abordar la situacién de estos colecti-
vos sin formacion especializada. La situacion de estos
titulados superiores no especialistas debe resolverse
mediante una solucion excepcional que reconozca su
situacioén, estableciendo, como es obvio, competencias
diferenciadas respecto a los profesionales con forma-
cion especializada reglada.

©AEBM-ML (2024) - ©AEFA (2024) - ®Aran Ediciones, S.L. (2024)
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Esta solucidon deberia ir acompanada, de manera in-
defectible, por parte de las Administraciones publicas,
de la suspensioén de la creacion de nuevas plazas para
titulados superiores no especialistas con el fin de ga-
rantizar que la atencidon en este ambito se realice por
profesionales sanitarios con la formacion especializada
correspondiente. Sin formacién sanitaria especializada
no puede realizarse actividad asistencial alguna. Los
profesionales que no cumplan este requisito, insisti-
mos, abierto y disponible para médicos, farmacéuticos,
bidlogos, quimicos y bioquimicos, entre otros, desde
2006, podran dedicarse a la investigacion, la docencia
y la divulgacion, ya sea en universidades o centros de
investigacion (integrados o no con hospitales), pero
nunca a actividad asistencial.

Los profesionales sanitarios con formacién especia-
lizada en Genética de Laboratorio siempre han estado
ahi, o al menos desde 2006, por lo que entendemos
que si el Ministerio quiere promover las funciones de
esta area de conocimiento, lo que deberia hacer es
fomentar la creacién de nuevas plazas de especialista
y contratar siempre a aquellos que desde hace mas
de 15 anos pueden demostrar haber recibido una for-
macién completamente reglada, con una vision mas
holistica y troncal de lo que es un Laboratorio Clini-
co del siglo xxi. De no hacerlo, sera dificil cubrir la
demanda creciente y se perpetuara la contratacion

[Rev Med Lab 2024;5(3):73-74]

irregular, como desgraciadamente ha pasado estas ul-
timas décadas. En los proximos 5 anos, los laborato-
rios clinicos en Espana deberan renovar el 20-25 % de
su plantilla de especialistas, cifra que podria alcanzar
el 50 % en 15 anos.

Nos arriesgamos a que los principales afectados por
un proceso mal ejecutado sean los pacientes con cier-
tas condiciones o enfermedades genéticas, asi como
la sociedad en general, si se realiza por parte de pro-
fesionales a los que se les convalide una especialidad
sanitaria asistencial a partir de una formacién no re-
glada, no reconocida o no acreditada y que muy pro-
bablemente solo se base en el viejo tropo del nimero
de anos trabajados, con los sesgos que ello comporta.

Para potenciar la genética clinica dentro del ambito
asistencial, debemos centrarnos en emplear a facul-
tativos especialistas que ya hayan recibido formacién
especializada concreta. Desde el punto de vista del
Laboratorio Clinico y de las prestaciones que impli-
ca (indicacion de pruebas, relacion con el paciente,
interpretacion, gestion de resultados, codificacion e
integracion en la historia clinica), estas solo pueden
ejercerlas especialistas sanitarios en Analisis Clinicos
o Bioquimica Clinica.

Comité Editorial de la Revista de Medicina
de Laboratorio
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Introduccion: la infeccion por el SARS-CoV-2 y su propagacion mundial im-
pulsaron la produccién de una vacuna que generase una proteccion inmune.
La medicién de los anticuerpos posvacuna del SARS-CoV-2 ha sido objeto de
varias investigaciones para comprender la dinamica de la respuesta inmune.

Objetivo: determinar la seroprevalencia de anticuerpos de tipo neutral-
izante IgG anti-SARS-CoV-2 en la poblacion general y su relacion con
parametros que podrian afectar a la respuesta inmune.
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R. F. Chiriboga Ponce et al.

Keywords:
SARS-CoV-2. Antibodies. Infection.
Vaccine. Immunity.

Materiales y métodos: estudio observacional y transversal con 561 partici-
pantes. No hubo restriccidn en el tipo de pauta, la comorbilidad o el sector
poblacional. Las muestras se analizaron mediante metodologia probada
para la cuantificacion de anti-SARS-CoV-2 posvacuna. Analisis estadistico:
para la relacion entre variables se aplicaron las pruebas de Kruskal-Wallis,
U de Mann Whitney y correlacion rho de Spearman.

Resultados: el mayor porcentaje de participantes correspondio a las mu-
jeres (54,9 %), la edad promedio fue de 42,7 + 11,4 anos y el 54,4 % tuvo
infeccion COVID-19 antes de la ultima vacuna. La cuantificacion de titulos
de anticuerpos posvacuna depende del tipo de pauta utilizada en el plan
de vacunacion e infeccion previa (p < 0,005), pero la relacién con la edad,
el sexo y la comorbilidad no fue estadisticamente significativa.

Conclusiones: la positividad de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 después de
la cuarta dosis fue del 100 %, lo que muestra una respuesta humoral ro-
busta. La combinacion de pautas de vacunas produce diferentes titulos de
anticuerpos, la mayoria de ellos elevados.

ABSTRACT

Introduction: SARS-CoV-2 infection and its global spread prompted the
production of a vaccine that generates immune protection. The measure-
ment of SARS-CoV-2 post-vaccine antibodies has been the subject of sev-
eral investigations with the purpose of understanding the dynamics of the
immune response.

Objective: to determine the seroprevalence of neutralizing IgG anti-SARS-
CoV-2 antibodies in the general population and their relationship with pa-
rameters that could affect the immune response.

Materials and methods: observational and cross-sectional study with
561 participants with no restriction in the type of pattern, comorbidity,
or population sector. Samples were analyzed using proven methodology
for quantification of post-vaccine anti-SARS-CoV-2. Statistical analysis:
Krustal-Wallis, Mann Whitney U and rho Sperman correlation tests were
applied for the relationship between variables.

Results: the highest percentage of participants were women (54.9 %),
mean age was 42.7 + 11.4 years, 54.4 % had COVID-19 infection before the
last vaccination. The quantification of post-vaccination antibody titers de-
pended on the type of schedule used in the vaccination plan and previous
infection (p < 0.005) but the relationship with age, sex and comorbidity
was not statistically significant.

Conclussions: anti-SARS-CoV-2 antibody positivity after the fourth dose
was 100 %, showing a robust humoral response, although the combina-
tion of vaccines offers different antibody titers.

INTRODUCCION reto a nivel mundial (1,2). La funcién de la vacuna fue
estimular el sistema inmune para promover la produc-

La infeccion por el virus SARS-CoV-2 se propagd ra-  cién de anticuerpos protectores. Con este proposito se
pidamente, lo que causd unas elevadas morbilidad y desarrollaron vacunas que se sometieron a ensayos cli-
mortalidad por todo el mundo (1). A partir de este even- nicos y se distribuyeron por varios paises (3). El esque-

to la produccién de una vacuna segura y eficaz fue un ma inicial de vacunacién fue homdlogo; es decir, las

[Rev Med Lab 2024:5(3):75-81]
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de vacunacion completo

dos primeras dosis de la misma vacuna y posteriormen-
te se procedid a la combinacion de vacunas o método
heterélogo (4). Estudios observacionales han determi-
nado que la proteccion posvacuna contra el SARS-CoV-2
disminuye después de las dos primeras dosis, por lo
que se establecieron programas para dosis estacionales
de refuerzo (5). Sin embargo, no existen publicaciones
de la respuesta inmune humoral posvacuna en la po-
blacion general, sino en pacientes o personal médico.
Ademas, deben considerarse aspectos demograficos y
de salud, ya que ciertas condiciones podrian influir en la
respuesta a la vacuna (6), como ciertas patologias cro-
nicas, la edad, el género, el origen étnico y haber con-
traido previamente la COVID-19 (7). Esto puede deberse
a la influencia que tienen estos factores en el sistema
inmune, pero esta poco documentada.

Este estudio tuvo como objetivo analizar los niveles
de anticuerpos anti-lgG en la poblacion general con
esquema completo de vacunas segun los criterios es-
tablecidos en Ecuador y su variacion en funcion de la
pauta de vacunacion, el género, la edad y las condi-
ciones de salud de los participantes para determinar
si existe influencia en la cuantificacion de titulos de
anticuerpos posvacuna anti-SARS-CoV-2, ademas de la

correlacion entre las variables y la respuesta inmune e
identificar la pauta con mayor titulo de anticuerpos o
inmundgeno.

METODOS
Diseno

Estudio de tipo transversal realizado desde noviem-
bre 2022 hasta febrero de 2023 a todas las personas
que completaron el esquema de cuatro dosis y acce-
dieron a participar en el estudio. Las pautas de vacuna-
ciéon empleadas se muestran en la tabla I.

Sujetos

Se excluyeron menores de 17 anos. El muestreo fue
aleatorio, tras confirmar los criterios de inclusion: va-
cunacion completa de acuerdo al programa nacional
ecuatoriano, ausencia de sintomas sugestivos de CO-
VID y firma del consentimiento informado. No hubo
restricciones en el tiempo transcurrido desde la ultima
inmunizacién ni en la existencia de comorbilidades o

Tabla 1.

Pautas mas frecuentes utilizadas en el esquema nacional

Mediana
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Pauta 1.2-2.7 dosis 3.2 dosis 4.2 dosis Frecuencia % *RIQ P
U/mL
1 CoronaVac/Sinovac Pfizer-BioNTech Cor.onaVac/ 24 4,3 11 725 14305
Sinovac
2 CoronaVac/Sinovac e (SEeEITe 63 1,2 9264 13984
AstraZeneca Sinovac
. Oxford/ . .
3 CoronaVac/Sinovac Pfizer-BioNTech 22 859 23 373 13195
AstraZeneca
4 Pfizer-BioNTech eIl (ST 84 15 17776 16221
AstraZeneca Sinovac
5 Pfizer-BioNTech el Pfizer-BioNTech 22 39 22678 13262
AstraZeneca
0,009
. . Oxford/ Oxford/
6 Pfizer-BioNTech AstraZeneca AstraZeneca 18 21 13 686 18182
7 eIl Pfizer-BioNTech S ha 17 3 10113 13611
AstraZeneca Sinovac
Oxford/ Oxford/ CoronaVac/
e AstraZeneca AstraZeneca Sinovac 77 ez Uiy e
Oxford/ Oxford/ . .
9 AstraZeneca AstraZeneca Pfizer-BioNTech 33 5,9 25000 21217
Oxford/ Oxford/ Oxford/
19 AstraZeneca AstraZeneca AstraZeneca e 41 190 Rl

*RIQ: amplitud intercuartil.
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de pauta de vacunacion al tratarse de variables reque-
ridas para comprender la produccién de anticuerpos y
su relacion. A las personas que accedieron a participar
se les solicitd llenar un cuestionario estructurado acer-
ca de informacién sociodemografica, si habia sufrido
de COVID y si presentaba enfermedades cronicas o
afecciones como hipertension, diabetes, hipotiroidis-
mo o alergias, entre otras.

Muestra

La muestra utilizada en la prueba fue de matriz suero.
Para su obtencién se centrifugd la sangre total extraida
a los participantes durante 10 minutos a 250 G a tempe-
ratura ambiente. Las muestras de suero se guardaron a
-80 °C hasta su procesamiento. No se incluyeron mues-
tras hemolizadas o lipémicas.

Procesamiento

Se analizd una sola muestra recolectada de cada par-
ticipante y para su procesamiento se siguieron las ins-
trucciones del fabricante.

Medicion de anticuerpos IgG

La cuantificacion de los titulos de anticuerpos pos-
vacuna se hizo con el kit de Elecsys® anti-SARS-CoV-2
Immunoassay (ROCHE Diagnédstico) mediante electro-
quimioluminiscencia (ECLIA), inmunoensayo para el
analisis in vitro cuantitativo de anticuerpos de tipo neu-
tralizante IgG contra el dominio de union al receptor de
proteina (RBD) pico (S) del SARS-CoV-2 (8).

Interpretacion de los resultados

El valor obtenido del index S/C (URL de la mues-
tra / punto de corte) permitio clasificar los resultados
en la presencia o en la ausencia de anticuerpos y la
cuantificacion de los titulos de anticuerpos en U/mL.

Andlisis estadisticos

Se utilizé el programa estadistico IBM SPSS V.22 y
se considerd un valor p < 0,05 como estadisticamen-
te significativo. Los anélisis estadisticos de variables
categoricas se presentaron en términos de frecuen-
cia y porcentaje, mientras que para las cuantitativas,
como mediana y rangos intercuartiles (RIQ). Para la
comparacion de variables se utilizaron las pruebas no
paramétricas de Kruskal-Wallis, U de Mann Whitney y
correlacién de Spearman.

[Rev Med Lab 2024:5(3):75-81]

Consideraciones éticas

El proyecto y consentimiento informado fueron apro-
bados por el comité de Bioética PUCE-MB-07-202.

RESULTADOS

Un total de 561 personas dieron su consentimiento
para participar en el estudio. El mayor porcentaje de
participantes correspondio a mujeres 54,9 % (n = 308),
la edad promedio fue de 42,7 + 11,4 afos, con un rango
de 19-77 anos, el grupo etario mas frecuente fue el de
30-39 anos (33,9 %; n = 190) y la enfermedad cronica
mayoritariamente presente fue la hipertension arterial
(75 %; n=42) (Tabla ll). El 54,4 % (n = 305) de los parti-
cipantes menciond que fueron diagnosticados de CO-
VID-19 antes de la tercera y de la cuarta vacuna.

Pautas de vacunacion: en el pais, durante el periodo
de estudio, se utilizaron las siguientes vacunas: Oxford/
AstraZeneca, Pfizer-BioNTech y CoronaVac Sinovac. En
las primeras dosis del esquema homaélogo la més co-
mun fue Pfizer-BioNTech (45,5 %; (n = 255), mientras
que en la tercera dosis fue Oxford/AstraZeneca (82,2 %;
n=461) y en la cuarta se generalizé el uso de Corona-
Vac de Sinovac (50,8 %; n = 285).

Todos los participantes en el estudio recibieron
las cuatro pautas de acuerdo al plan de vacunacién.
Pruebas univariadas no paramétricas indicaron dife-
rencias estadisticamente significativas en los niveles
de anticuerpos producidos entre las diferentes pau-
tas del plan de vacunacion (Kruskal-Wallis: x? = 153,2,
p < 0,005). La combinacion de Oxford/AstraZene-
ca-Oxford/AstraZeneca-PfizerBioNTech fue la que ma-
yor estimulacion de anticuerpos produjo (mediana de
25 000 U/ml) (Tabla 1) (Fig. 1). Sin embargo, el andlisis
post hoc demostrd que no habia diferencias significa-
tivas entre los grupos de pautas y la produccion de
anticuerpos (p = 0,687). Por otro lado, el analisis de U
de Mann Whitney mostro diferencias significativas en
la comparacion entre la cuantificacion del titulo de an-
ticuerpos y haber tenido COVID-19. Mostré que es ma-
yor en los que tuvieron la infeccion previa (mediana de
14 638) (U de Mann-Whitney, p = 0,008), mientras que
el titulo de anticuerpos en individuos con enfermeda-
des crdnicas o afecciones no fue estadisticamente sig-
nificativo (U de Mann-Whitney, U = 37747, p = 0,590),
al igual que con el numero de comorbilidades (Spear-
man, r= 0,008, p = 0,740) y los grupos etarios, pero se
observé que existio un mayor titulo en hombres (me-
diana de 15 273 U/mL) que en mujeres (13 075 U/mL)
(Mann-Whitney, U = 453,9, p = 0,106), aunque no fue
estadisticamente significativo (p = 0,106). Finalmen-
te, al analizar la relacion entre el tiempo transcurrido
después de la ultima dosis de la vacuna y el titulo de
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Tabla II.

Caracterizacion de la poblacion

Grupo etario Frecuencia % Mediana U/ml RIQ* P

<30 66 1,8 10 145 17 039
30-39 190 33,9 20 203 17 659

40-49 150 26,7 14 924 16 928 0,110
50-59 109 19,4 11 690 18 313
60-77 46 8,2 19 771 16 071

Sexo

Hombre 253 45,1 15 273 17 514

0,106
Mujer 308 54,9 13 075 18 326

Historia médica

Hipertension 42 75 18 217 17 137
Diabetes 18 3,2 12 379 14 705
Artritis 8 1.4 6502 15 967

0,946
Hipotiroidismo 34 6,1 16 247 16 541
Procesos alérgicos 9 1,6 17 716 14 828
Sin comorbilidades 398 70,9 13 925 18 504

*RIQ: amplitud intercuartil.
anticuerpos se observa una disminucién paulatina del DISCUSION

titulo, pero no fue estadisticamente significativo (rho
de Spearman, x?> =729, p < 0,320). La evaluacion de la prevalencia de seropositivos de
anti-lgG para SARS-CoV-2 se considera como una he-
rramienta para la monitorizacion de la respuesta inmu-
ne humoral frente a la vacuna contra la COVID-19 (9).
En este estudio se observé que el 100 % de la pobla-
cién presentd una positividad posvacuna mayor de la
reportada en un estudio previo realizado en Marruecos
(9), en el que fue del 96,2 %. En contraste en Mongolia
(10) la seropositividad fue variable y se adjudico a la
pauta vacunal en un rango del 80-100 %, al igual que
en Chipre, donde determind una variabilidad debida a
la misma causa sumada a las dosis y a la medicién de
anticuerpos (11).

Por otro lado, la metodologia de medicion aplica-
da en nuestro estudio fue contra el dominio de unién
del receptor RBD de la subunidad S1 de la proteina
pico del virus, inmunoensayo ECLIA, con una sensi-
bilidad del 99,3 % y una especificidad del 100 %. Se
reportd una comparacion con anticuerpos neutrali-
zantes del 97,6-99,4 %, lo que demuestra que es un

Figura 1 - Anticuerpos Ig anti-Spike (U/mL) de acuerdo al tipo
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de pautas. Los numeros indican las combinaciones de las pau-
tas mas frecuentemente utilizadas en el plan de vacunacion na-
cional. Los numeros corresponden al agrupamiento por pautas
de la tabla Il.

inmunoensayo de alto rendimiento para evaluar la
respuesta a la vacuna y la inmunidad colectiva (8). Por
otro lado, el estudio realizado por Aijaz y cols. en 2023
demuestra que los individuos que solo estuvieron ex-
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puestos al virus SARS-CoV-2 fueron negativos en la
prueba de ECLIA (10), determinandose la idoneidad
de la prueba para la medicion de anticuerpos de tipo
neutralizante posvacuna.

Otro aspecto analizado fue la relacion de los anti-
cuerpos anti-lgG SARS-CoV-2 con las caracteristicas
sociodemograficas. Se establecid que la asociacion
con la edad, el sexo y las patologias crénicas no fue
estadisticamente significativa, similar a la descrita por
Uysal y cols. en 2022 (11), en la que también encontra-
ron que no habia una relacion estadisticamente signifi-
cativa entre la edad y la cuantificacion de anticuerpos,
aunque observaron que en individuos de entre 30 y 39
anos los niveles eran mas elevados, algo similar a los
datos reportados en el presente estudio (11). En con-
traste, otros estudios indican que poblacion joven, el
sexo y la edad influyen en los niveles de IgG en pobla-
cion vacunada (9,12). Sggaard y cols. en 2022 también
afirmaron que el aumento de la edad estd asociado
con bajos niveles de anticuerpos posvacuna debido a
la capacidad reducida de produccién de nuevas células
B o de anticuerpos con menor avidez y afinidad (13).
En cuanto a las patologias mencionadas, como las que
afectan a la respuesta inmune (las cronicas, las autoin-
munes y las hematoldgicas), en este estudio estan mas
representadas la hipertensién y el hipotiroidismo, pero
el titulo de anticuerpos en este grupo tuvo resultado
positivo (18217 y 16247 U/ml), por lo que podemos asu-
mir que la presencia de estas patologias no afecta ne-
gativamente a la respuesta inmune, aspecto también
mencionado por Zhang y cols. en 2022 en su estudio en
pacientes con hipertension y diabetes, pero si la edad,
en la que indican que los anticuerpos posvacuna son
mas débiles en la poblacion anciana que en la joven
(14), algo similar a nuestros hallazgos, en los que se
observa un menor titulo de anticuerpos en el grupo
etario > 70 (9225 U/ml), pero el estudio no muestra dife-
rencias estadisticamente significativas en las distintas
edades.

Las combinaciones entre las pautas del plan de va-
cunaciéon mostraron que la de Oxford AstraZeneca/
Oxford y AstraZeneca/Pfizer-BioNTech tuvieron el ma-
yor titulo de anticuerpos (25000 U/ml), seguida de la
combinacién de CoronaVac/Sinovac/ y Oxford/AstraZe-
neca/Pfizer-BioNTech (23373 U/ml), resultados estadis-
ticamente significativos en relacion a la produccién
de anticuerpos, pero no fueron indicativos de una di-
ferencia entre grupos de pautas, por lo que no puede
asegurarse que sea la mas inmundgena (p = 0,687). El
estudio longitudinal de Barin y cols. en 2022 informo
de que la mayor positividad vy titulos de IgG fueron
producidos por Pfizer-BioNTech, seguido de Corona-
Vac/Sinovac vy, finalmente, Oxford/AstraZeneca (15); es
decir, existe una variabilidad en la respuesta entre las
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pautas de vacunacion, lo que demostro el estudio rea-
lizado por Ezzikouri y cols. en 2024 (9), quienes afirman
que existen diferencias significativas entre marcas de
vacunas (p < 0,0001), a pesar de que su esquema in-
cluyo otros vacunas, como JCovden/Johnson & John-
son y BBIBP-CorV/Sinopharm, no incluidas en nuestras
pautas de vacunacion (9). Los estudios determinaron
que la combinacién de vacunas y el numero de dosis
aumentan potencialmente los titulos de anticuerpos
contra SARS-CoV-2, especialmente en individuos in-
munodeprimidos, con comorbilidades y con mayor
riesgo de exposicion a COVID-19 (16).

En este estudio se determindé que individuos que
presentaron COVID-19 después de haber completado
el plan de vacunacion tenian un nivel de anticuerpos
mas elevado en relacion a los que no se contagiaron
(p < 0,005), lo que es indicativo de una respuesta in-
mune humoral, pero no podriamos afirmar que fue
protectora. Boudhabhay y cols. en 2022 (17) afirmaron
que el efecto protector de la vacuna es innegable, espe-
cialmente durante los brotes de COVID-19, observacion
realizada en poblacién con tratamiento de hemodia-
lisis. Aseveran que la susceptibilidad a la infeccién
por SARS-CoV-2 se relacionaba con un bajo nivel de
anticuerpos, por lo que manifestaron que existia una
relacion entre el aumento de anticuerpos con la inmu-
nidad protectora (5). Tejedor Vaquero y cols. en 2021
también determinaron que personas con infeccién
previa mostraron niveles elevados de anticuerpos de-
bido a la presencia de células B de memoria especificas
para SARS-CoV-2 (17), y Cerqueira-Silva y cols. en 2022
reportaron que individuos con infeccion previa por
SARS-CoV-2 tenian un buen grado de proteccion des-
pués de administrarse las cuatro dosis (18). Los titulos
de anticuerpos y el tiempo transcurrido desde la ultima
dosis del esquema de vacunacién muestran una dismi-
nucion en los participantes con > 10 meses en relacion
a los de menor tiempo, pero no fue una relacién esta-
disticamente significativa. Chavhan y cols. (19), en su
investigacion de seguimiento entre dosis de vacunas,
identificaron que existe una disminucién de anticuer-
pos después de la ultima inmunizacion, lo que indica
que es un factor contribuyente a nuevas infecciones,
a diferencia de lo que ocurre en nuestro estudio, en el
que no se realizd un seguimiento entre pautas, sino
que Unicamente se midio6 al final del esquema comple-
to de vacunacion, lo que constituye una limitacion para
esta medicion.

Esindudable que la vacuna fue una de las mejores es-
trategias para prevenir una infeccién grave por SARS-
CoV-2. La medicién de anticuerpos IgG y la correlacion
entre variables demograficas, comorbilidades, tipo de
vacuna y dosis podrian pronosticar la proteccion y de-
terminar si es importante la aplicacion o no de dosis
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de refuerzo. Sin embargo, existen variables que deben
considerarse el seguimiento prospectivo de aplicacion
de la dosis y los estudios de inmunidad celular para va-
lorar la respuesta inmune, siendo una de las limitantes
en el presente estudio. A pesar de ello, consideramos
que los datos obtenidos en esta investigacion podrian
utilizarse como base para comprender la variabilidad
de la respuesta inmune humoral en la poblacion ge-
neral.
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Bacteriuria filamentosa en el sedimento urinario: un factor de riesgo
para infecciones urinarias recurrentes
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ABSTRACT

Filamentous bacteriuria. Urinary tract
infection. Recurrent urinary infection.

Filamentation is a bacterial defense mechanism that could predispose

patients to the occurrence of relapses. The presence of bacterial filamen-
tation in the urinary sediment of samples with bacteriuria, although rep-
resenting a small percentage of the total samples, may serve as an added
value in the urinary sediment report to address recurrent urinary bacterial

infections.

In this study, we aimed to establish the potential relationship between
bacterial filamentation and recurrent infections.

INTRODUCCION

La cistitis o infeccion del tracto urinario (ITU) es
considerado el proceso infeccioso mas frecuente en
la poblacion (1), asi como la infeccion mas comun en
el entorno hospitalario (2). Afecta especialmente a las
mujeres debido a sus particularidades anatomicas,
como es la proximidad de la uretra y el recto (3).

El 70 % de las ITU estan provocadas por Escherichia
coli uropatogénica (ECUP) mientras que un 10 % son
causadas por Klebsiella pneumoniae y Proteus mi-
rabilis (4). A pesar de que el tratamiento antibidtico
suele resolverlas, en algunos pacientes se observan
infecciones recurrentes. Se ha mencionado la posibi-
lidad de una relacion entre ITU recurrentes (rlITU) y
la presencia de bacterias filamentosas (BF) que pre-
sentan una mayor resistencia antibiotica, a la accion
del sistema inmune y a la internalizacion fagocitaria
(5), respecto a las bacterias no filamentosas (NBF),
formando comunidades bacterianas intracelulares si-
milares a biofilm.

Se considera que la filamentacion forma parte del
sistema de defensa bacteriana frente al sistema inmu-
ne que esta regulada, en el caso de ECUP, por proteinas
del dominio SPOR (sporulation-related repeat) que fa-
cilitan un defecto en la division celular permitiendo la
elongacion bacteriana.

Concentraciones por debajo de la concentracion mi-
nima inhibitoria (CMI) o dosis inapropiadas de agentes
antibacterianos podrian propiciar el cambio morfolégi-
co en la bacteria a formas filamentosas que a menudo
podrian ser confundidas por hifas fungicas por profe-
sionales inexpertos (6).

El propésito de este estudio es determinar la existen-
cia de diferencias significativas entre el porcentaje de
riITU en presencia de BF respecto a rITU sin formas fila-
mentosas, presumiendo que las BF suponen un factor
de riesgo para el desarrollo de rITU.

MATERIALY METODOS

Para este estudio se han considerado como BF aque-
Ilas con una longitud mayor de 20 micrémetros (7) (Fig.
1) e infeccion bacteriana por BF cuando se cumplen los
siguientes criterios simultaneamente: > 50 % de BF
en la visualizacion del sedimento, > 10 leucocitos por
campo y urocultivo con méas de 25 000 unidades for-
madoras de colonias (UFC), e rITU como aquellas que
presentan un minimo de dos infecciones anuales en
los ultimos 3 anos.

Para la visualizacidon y obtencion de las imagenes de
los sedimentos se ha utilizado el equipo Sedimax® de
Menarini Diagnostics®. Se ha estudiado la posibilidad
de existencia de diferencias significativas entre los por-
centajes de ambos grupos en cuanto a presencia de
glucosa o historico de diabetes mellitus (DM) que pu-
dieran ser predisponentes o diferenciadores para rITU
(8). Se utilizaron las pruebas estadisticas chi cuadrado
de Pearson y exacto de Fisher para variables categori-

Figura 1 — Bacterias filamentosas visualizadas en el sedimento
urinario.
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cas utilizando el paquete estadistico SPSS (v. 20) consi-
derando un p < 0,05 como significativo.

La identificacion de las cepas bacterianas se ha reali-
zado mediante el cultivo de agares cromogénicos.

RESULTADOS

Se han estudiado dos cohortes de 40 pacientes:
28 mujeres y 12 hombres la cohorte de BF y 30 muje-
res y 10 hombres la cohorte de NBF, una con ITU por
BF y una segunda sin BF, obteniendo el porcentaje de
ellos que presentaban rITU. La cohorte con BF tiene
una edad de 72,9 + 13,6 anos y la segunda cohorte sin
presencia de BF presenta una edad de 73 + 30,1 anos.

El niumero de muestras con BF respecto al total de
muestras con bacteriuria analizadas representa un 1,7 %.
En ambos casos se determind el germen causante.

La distribucion segun la presencia o no de BF y/o de
rITU de las dos cohortes se muestra en la tabla I. Se
han observado diferencias en cuanto a la frecuencia
de rITU entre las dos cohortes con un valor estadistico
de chi cuadrado 9,825 y un valor p de 0,002. El ries-
go relativo (RR) (Tabla Il) de presentar rITU en nuestra
muestra es de 2,000 con un intervalo de confianza (IC)
al 95 % entre 1,252 y 3,195 para las bacteriurias con BF
respecto a las NBE

Respecto a la DM como factor de riesgo para la for-
maciéon de BF, en nuestra muestra, el RR es de 1,353

Tabla I.

Distribucion de las poblaciones en funcion de si
presentan o no BF y si presentan o no riITU

riTU No rITU Total
BF 28 (70 %) 12 (30 %) 40 (100 %)
NBF 14 (35 %) 26 (65 %) 40 (100 %)

Tabla Il.

Riesgo relativo de rITU en funcién de si existen BF
o no en el sedimento urinario

Intervalo de
Valor confianza al 95 %
Inferior Superior
E:f:gg/ij'gs G 4333 1,696 11,069
Para cohorte rITU 2,000 1,252 3,195
Para cohorte no rITU 0,462 0,273 0,780
n de casos validos 80

[Rev Med Lab 2024:5(3):82-85]

con un IC al 95 % entre 0,875 y 2,09, por lo que a pesar
de tener un RR superior a 1 no podemos afirmar que la
DM sea un factor predisponente para desarrollar BF en
nuestra muestra.

En la cohorte de BF, la distribucion de la poblacion
bacteriana fue de un 62,5 % de E. coli (n=25), un 27,5 %
de K. pneumoniae (n = 11) y un 10 % (n = 4) de otras
especies bacterianas. En cuanto a la cohorte NBF, el
65 % (n = 26) corresponden a E. coli, un 10 % (n=4) a
K. pneumoniae, un 10 % (n = 4) a K. oxytocay un 15 %
(n = 6) a otro tipo de bacterias no observandose dife-
rencias estadisticamente significativas entre las pobla-
ciones bacterianas de ambas cohortes.

DISCUSION

En nuestro estudio hemos constatado que la apari-
cién de filamentacién bacteriana podria ser un factor
predisponente de rlTU, independientemente de otros
factores como la DM. Dada la alta prevalencia de ITU, el
poder estudiar factores que incrementen la incidencia
rITU puede suponer un avance para dilucidar los meca-
nismos que provocan estas recidivas.

La DM, tanto el tipo 1 como el tipo 2, es una patolo-
gia que aumenta el riesgo de ITU causada por entero-
bacterias, especialmente en pacientes femeninas. El
riesgo relativo (RR) de ITU sintomatica para pacientes
con DM oscila entre 1,5y 2,2 en comparacién con los
pacientes sin DM (8). Ademas, estos pacientes experi-
mentan un mayor riesgo de recurrencias, de urosep-
sis y de hospitalizaciones, si bien en nuestra muestra
no se han observado diferencias en cuanto a la forma-
cion de BE

Otros trabajos como el de Rosen y cols. (2007) (7)
o el mas reciente publicado por Nieto-Baca y Agui-
lar-Gamboa en 2017 (9) sugieren informar la pre-
sencia de BF en los sedimentos urinarios por ser
considerado como un factor de riesgo de rITU, ayu-
dar a la toma de decisiones o a predecir el éxito o
fracaso de ciertos antibioticos.

A la vista de nuestros resultados, también conclui-
mos que seria util informar desde el laboratorio clinico
de la presencia en el sedimento de BF, asi como realizar
mas estudios para conseguir un numero de muestra
mayor y asi obtener mas informacién sobre la posible
relacion entre BF y rITU.
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Gammapatias monoclonales y otros trastornos de células plasmaticas:
el rol emergente de la espectrometria de masas

Keywords:

Monoclonal gammopathies.
Waldenstrom's macroglobulinemia. Light
chain amyloidosis. Monoclonal protein.
Mass spectrometry.

En los ultimos anos, la espectrometria de masas se ha posicionado como
una tecnologia clave en este campo. Esta herramienta avanzada ofrece
una capacidad sin precedentes para detectar, identificar, cuantificar e isot-
ipar proteinas monoclonales de manera precisa y temprana, con una may-
or sensibilidad y especificidad. Esto no solo mejora el diagndstico inicial,
sino que también facilita una monitorizacion continua y mas efectiva de la
progresion de la enfermedad.

ABSTRACT

Monoclonal gammopathies and other plasma cell disorders are diseases
involving the abnormal proliferation of plasma cells and the production
of clonal immunoglobulins. Historically, the diagnosis and monitoring of
these conditions have relied on techniques such as protein electrophore-
sis and immunofixation, which identify and characterize the monoclonal
proteins produced by these cells.

In recent years, mass spectrometry has emerged as a key technology
in this field. This advanced tool offers unprecedented capability to detect,
identify, quantify, and determine the isotype of monoclonal proteins ac-
curately and early, with increased sensitivity and specificity. This not only
enhances initial diagnosis but also facilitates continuous and more effecti-

ve monitoring of disease progression.

INTRODUCCION

En un sistema inmune sano, las células plasmaticas
de la médula 6sea producen diferentes tipos de inmu-
noglobulinas (Ig) (Fig. 1) durante su proceso de madu-
racion. Estas Ig, que desempenan un papel crucial en
la defensa del organismo, se producen en una cantidad
cuidadosamente regulada para evitar que un tipo espe-
cifico domine sobre los demas (1).

En enfermedades como el mieloma multiple (MM)
y sus etapas precursoras (gammapatias monoclona-
les de significado incierto [GMSI] y mieloma multiple
quiescente o asintomatico [MMq]), una linea de célu-
las plasmaticas produce una cantidad excesiva de una
Ig especifica. Esta lg monoclonal adicional se conoce
como proteina monoclonal (PM) o paraproteina. En la
mayoria de los pacientes, esta PM es una Ig completa
(yasealgG, IgA, IgM, IgD o, rara vez, IgE), aunque algu-
nos solo producen la cadena ligera libre (CLL) y otros
no producen ningun componente de Ig (mieloma no
secretor) (1).

Ademas, otras enfermedades, como la enfermedad
de Waldenstrom (MW) y la amiloidosis de cadenas lige-
ras (AL), pueden generar la produccion de PM anorma-
les, aunque con caracteristicas clinicas y patoldgicas
distintas. La figura 2 ofrece una representacion visual
integrada de la incidencia de estas enfermedades, jun-
to con las principales gammapatias monoclonales.

Figura 1 — Inmunoglobulina con caracteristicas destacadas re-
levantes. CDR: region determinante de complementariedad (2).

Gammapatias monoclonales

La GMSI y el MMq son etapas previas al MM, con-
sideradas premalignas porque no muestran sintomas
atribuibles a la PM y por preceder la mayoria de los
casos de MM hasta 8 anos antes.

La GMSI, que generalmente se detecta de manera
incidental durante el analisis de laboratorio, es relati-
vamente comun, con una prevalencia del 3al 4 % en la
poblacion caucasica mayor de 50 anos. Se define por la
presencia de una PM de menos de 30 g/L y menos del
10 % de células plasmaticas monoclonales en la médu-
la Osea, si se realiza la biopsia (Tabla I).

[Rev Med Lab 2024:5(3):86-98]
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Figura 2 - Presentacion esquematica de la incidencia de los
trastornos relacionados de células plasmaticas. La gammapatia
monoclonal de significado incierto (GMSI) tiene una incidencia
de aproximadamente 120 por 100 000 en personas mayores de
50 anos; el mieloma mdultiple quiescente (MMgq) tiene una inci-
dencia de aproximadamente 0,9 por 100 000 y el mieloma mul-
tiple (MM) tiene una incidencia de 4 a 7 por 100 000. La amiloi-
dosis de cadenas ligeras (AL) presenta una incidencia de 1 a 1,4
por 100 000 y la macroglobulinemia de Waldenstrém (MW) pre-
senta una incidencia de 3 a 4 por cada millon de personas (3).

El MMq se considera una etapa intermedia entre GMSI
y MM, caracterizada por una mayor cantidad de células
plasmaticas en la médula ésea (> 10 %) o una mayor
concentracion de PM en el suero (> 30 g/L), pero sin sin-
tomas de MM (Tabla I). El riesgo de progresion a MM es
mayor al de las GMSI, aproximadamente un 10 % por
ano en los primeros 5 anos después del diagndstico.

El MM es la enfermedad maligna de células plasmaticas
mas frecuente y la segunda neoplasia hematoldgica mas
prevalente después del linfoma no Hodgkin. Se desarro-
lla principalmente en personas mayores, con una edad
promedio de diagndstico de 69 anos. Es poco comun en
individuos menores de 40 anos. Las células del mieloma
residen en la médula ésea, donde pueden causar lesio-
nes 6seas y suprimir otras células. Sin embargo, la alta
proporcién de células plasmaticas en la médula ésea no
es suficiente para diagnosticar el MM por si solo, pues su
diagndstico se basa en la presencia de sintomas clinicos
y hallazgos patoldgicos, como elevacion del calcio sérico,
insuficiencia renal, anemia y lesiones Oseas liticas encap-
sulados bajo el acronimo CRAB (4) (Tabla ).

Macroglobulinemia de Waldenstrom

La MW se clasifica dentro de los linfomas B indolen-
tes y se caracteriza por la infiltracién de la médula 6sea
por linfoma linfoplasmocitico, asi como por la presen-
cia de una PM IgM en el suero. Esta condicion se ma-
nifiesta con sintomas relacionados tanto con la infiltra-
cion linfomatosa, como la anemia o el agrandamiento
de ganglios linfaticos, como con sintomas asociados
a la proteina IgM, tales como neuropatia, hemolisis o
hiperviscosidad (5) (Tabla ).

[Rev Med Lab 2024;5(3):86-98]

Amiloidosis

La amiloidosis constituye un grupo de trastornos
caracterizados por la deposicién de fibrillas insolubles
derivadas de proteinas mal plegadas en el espacio ex-
tracelular de varios 6rganos con la propiedad histologi-
ca patognomonica de birrefringencia verde cuando se
observan bajo luz polarizada cruzada después de la tin-
cién con rojo Congo (3). Aunque la amiloidosis puede
afectar varios 6rganos y tejidos como rinones, sistema
nervioso, higado y tracto gastrointestinal, el corazon es
uno de los 6rganos mas afectados por la deposicion de
fibrillas, y la implicacion cardiaca es el principal deter-
minante de la supervivencia (Tabla I).

De entre los distintos tipos de amiloidosis, la AL es
una enfermedad sistémica causada por la deposicion
anomala de CLL de Igs monoclonales (6). En la AL, el
clon de células plasmaticas tiende a ser menos proli-
ferativo y a secretar predominantemente, aunque no
exclusivamente, CLL del tipo lambda. La incidencia de
la AL es baja, de 1 a 2 casos por millén, con una edad
de inicio méas temprana en comparacion con el MM.
Aunque suelen presentarse de manera independiente,
aproximadamente el 10 % de los casos de AL pueden
coexistir con MM (3).

DIAGNOSTICO Y SEGUIMIENTO
EN EL LABORATORIO CLIiNICO

El diagnostico y el seguimiento de las gammapatias
monoclonales se han abordado histéricamente me-
diante métodos tradicionales como la electroforesis
de proteinas séricas (SPEP, por sus siglas en inglés) e
inmunofijacion (IFE, por su sigla en inglés) en suero,
la medicion de CLL en suero y la cuantificacion de Ig
totales. Sin embargo, el avance tecnolégico ha llevado
al desarrollo de nuevas metodologias, con la espectro-
metria de masas emergiendo como una poderosa al-
ternativa. Este enfoque innovador ofrece ventajas sig-
nificativas en términos de sensibilidad y especificidad.
Promete una mejora sustancial en la deteccion tempra-
na, la monitorizacién y la caracterizacion detallada de
estas condiciones.

METODOS TRADICIONALES

Como pruebas individuales, las CLL, la SPEP y la IFE
pueden detectar el 74 %, 79 % y 87 % de las |g mono-
clonales, respectivamente. Sin embargo, al combinar
las tres pruebas, la capacidad diagnodstica se eleva
significativamente, detectando hasta el 98,6 % de las
PM (4).
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Electroforesis de proteinas e inmunofijacion

La SPEP ha sido una prueba de deteccion tradicional
y confiable para la deteccion de PM desde sus prime-
ros usos en la década de los anos treinta del siglo pa-
sado (7). La SPEP normal deriva en una amplia banda
gaussiana en la region catdédica gamma, indicativa de
la presencia de diversas Ilg debido a los miles de clones
de lg secretados por las células plasmaticas normales.
En el MM y sus etapas precursoras, la PM puede distin-
guirse como un pico elevado sobre el fondo policlonal
gaussiano en el patron de migracion de la electrofore-
sis (1) (Fig. 3).

A B

Figura 3 - Ejemplos de electroforesis de proteinas séricas (arri-
ba) e inmunofijacion (abajo) normal (A) y anormal (B). En la re-
gion gamma normal (A), se aprecia una migracion amplia del
fondo de inmunoglobulina policlonal, mientras que en la anor-
mal (B) se observa una proteina monoclonal. La inmunofijacion
revela un isotipo IgG lambda (2).

La SPEP puede realizarse utilizando gel de agarosa
o electroforesis capilar. La cuantificacion se logra me-
diante la integracion del pico de la PM en el electrofe-
rograma. Actualmente se utilizan dos métodos: corte
perpendicular y corte tangencial (8). Sin embargo, el
meétodo mas aceptado por los laboratorios sigue sien-
do el corte perpendicular (9).

La mayoria de las PM migran en la regién gamma, por
lo que la medicién del pico mediante corte perpendicular
captura necesariamente lg policlonales que estan pre-
sentes en la misma posicion. En el momento del diag-
nostico de MM, el pico de PM suele ir acompanado de
la supresion de las Ig policlonales normales, lo que hace
que la medicion utilizando esta técnica sea lo suficiente-
mente precisa y reproducible como para proporcionar
una medida util de la carga tumoral. Sin embargo, en el
caso de PM de tamaho pequeno o moderado, como las
que se encuentran en la mayoria de los pacientes con
GMSI, o al seguir la respuesta a la terapia en pacientes
con MM, la presencia de lIg policlonales que comigran
crea una sobreestimacion significativa (10).

Otro desafio importante surge cuando las PM no mi-
gran en la fraccion gamma y comigran con otras pro-
teinas como transferrina, B-lipoproteina y C3 hacia la
region anodica. Este problema afecta principalmente a
lalgA, que migra tipicamente en la region B hasta en un
30 % de los casos (11). Sin embargo, otros isotipos oca-
sionalmente migran en las regiones p o a. Aunque este
fendmeno rara vez obstaculiza el diagndstico, puede
plantear dificultades al intentar seguir el pico a lo largo
del tiempo como indicador de la carga de la enferme-
dad o la respuesta al tratamiento (12). Reconociendo
estos problemas, las pautas del International Myeloma
Working Group (IMWG) de 2014 recomiendan medir
la IgA total en lugar del pico de PM para seguir a los
pacientes con proteinas de este isotipo que migran en
la region B (13). Otra alternativa es la medicion nefelo-
métrica de los pares de cadenas pesadas / ligeras para
IgA (IgA kappa por separado de IgA lambda), que Katz-
mann y cols. han demostrado que proporcionan resul-
tados superiores a la combinacién de SPEP, IFE y a la
cuantificacion de IgA total (14).

Cuando se sospecha la presencia de un pico en una
SPEP, el procedimiento estandar es confirmar que la
anomalia corresponde con una PM. Durante muchos
anos, la IFE en suero ha sido el estandar de oro para
confirmar y caracterizar la deteccion inicial (7). La IFE
mejora la sensibilidad de la SPEP aproximadamente 10
veces (de un limite de deteccién de 1,0 g/L en la SPEP
a aproximadamente 0,1 g/L en la IFE); por lo tanto,
una SPEP negativa o inconclusa deberia ser seguida
por una IFE si hay un alto indice de sospecha de MM
o una enfermedad de células plasmaticas relacionada.
Aunque la IFE puede determinar el isotipo de la PM, no
debe usarse para su cuantificacion (12).

En la practica actual, la IFE suele realizarse con anti-
sueros para IgG, IgA, IgM, kappa total y lambda total.
Si se visualiza una CLL monoclonal sin una cadena pe-
sada correspondiente, debe realizarse un gel de inmu-
nofijacidon adicional con antisueros para identificar la
posible presencia de cadenas pesadas de IgD o, muy
raramente, IgE.

Tanto la electroforesis de proteinas en orina (UPEP)
como la IFE en orina son herramientas utiles para iden-
tificar la presencia de proteinuria de Bence-Jones, es
decir, CLL de una Ig monoclonal filtradas en el rifndn.
Una recoleccion de orina de 24 horas permite la cuan-
tificacion tanto de la albumina como de la PM que ha
sido eliminada rapidamente por los rinones. Sin em-
bargo, el uso de ensayos de CLL séricas ha reducido la
necesidad de ensayos electroforéticos de orina para la
deteccion y la cuantificacion de cadenas ligeras mono-
clonales cuando se sospecha de MM (11). El Grupo de
Trabajo Internacional sobre Mieloma Multiple (IMWG)
ahora sugiere usar CLL séricas como parte de los crite-
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rios de screening en combinacion con la SPEP e IFE en
suero en lugar de la UPEP y la IFE en orina si se sos-
pechan gammapatias monoclonales distintas de la AL.
En consecuencia, la solicitud de pruebas de orina se ha
vuelto en gran medida innecesaria en la mayoria de los
casos de MM, salvo en situaciones especificas, como
la deteccidon de proteinuria de Bence-Jones o casos de
“escape de cadenas ligeras”

Cadenas ligeras libres en suero

A principios de la década de los 2000 se desarrollé un
ensayo que media las CLL de Ig en suero. Los anticuer-
pos policlonales reaccionan solo con aquellos epitopos
que estan ocultos cuando estan unidos a la cadena pe-
sada, pero que estan disponibles cuando no estan aso-
ciados con la cadena pesada. Este ensayo ha pasado a
la practica clinica basado en la creciente evidencia de
su utilidad, aunque existen limitaciones técnicas de la
prueba que hacen que su uso como medicion seriada
pueda ser problematico, incluyendo: variacion de lote
a lote e imprecision del ensayo (15).

Para el diagndstico se recomienda cuantificar tanto
las concentraciones de CLL kappa y lambda y usar su
relacion para detectar sintesis desequilibrada de cade-
nas ligeras. Aunque la tasa de sintesis de kappa a lamb-
da es aproximadamente de 1,8:1, la eliminacién rapida
de CLL kappa desplaza la mediana de la relacion CLL
kappa/lambda a 0,9 (0,26-1,65).

Se han detectado relaciones anormales de CLL séri-
cas en el 100 % de los pacientes con MM de cadenas
ligeras, en el 80-95 % de los pacientes con AL y en el
60-70 % de los pacientes con MM no secretor. Las re-
laciones anormales de CLL sérico se han detectado en
el 90-95 % de los MM de Ig intacta y en el 40 % de los
MGUS.

Inmunoglobulinas totales

Tanto la nefelometria como la turbidimetria utilizan
la formacion de complejos inmunes anticuerpo-antige-
no para medir las concentraciones de lg. Estos méto-
dos miden tanto Ilg monoclonales como policlonales,
por lo que su uso diagndstico para la identificacion de
PM no se recomienda. Sin embargo, la cuantificacion
de Igs es mas util que la SPEP para la deteccién de hi-
pogammaglobulinemia (11).

METODOS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

La sensibilidad de las metodologias tradicionales es
limitada (15). Gracias a los avances en el tratamiento
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de los trastornos de células plasmaticas, mas pacientes
estan logrando negatividad seroldgica con estas técni-
cas. Sin embargo, los resultados para quienes alcanzan
la respuesta completa son variados y la mayoria recae
eventualmente.

Se han realizado importantes esfuerzos en desarro-
llar pruebas mas sensibles basadas en médula 6sea
para detectar la enfermedad minima residual (MRD,
por sus siglas en inglés). Estas pruebas pueden iden-
tificar una célula neopléasica entre 100 000 y 1 000 000
células y han demostrado tener valor pronodstico (16).
Por esta razon se incorporaron a los criterios actualiza-
dos de la IMWG para la evaluacién de la respuesta y la
MRD en el mieloma en 2016 (17). Los pacientes con ne-
gatividad sostenida de MRD tienen una supervivencia
libre de progresion mas prolongada que aquellos que
experimentan la reaparicion de positividad de MRD en
12-24 meses (18).

Sin embargo, su aplicacién en la practica clinica es limi-
tada debido al alto costo y a la necesidad de experiencia
especializada. Ademas, las evaluaciones de médula 6sea
son procedimientos invasivos y dolorosos, y no pueden
medir la respuesta de la enfermedad extramedular, pre-
sente en el 2,4-20 % de los pacientes con MM (19).

Por lo tanto, se ha llevado a cabo una extensa in-
vestigacion para identificar formas mas sensibles, no
invasivas y practicas de monitorizar las respuestas
terapéuticas en sangre periférica. Los ensayos de es-
pectrometria de masas (EM) estdn emergiendo como
un método potencialmente adecuado. Se han desarro-
llado diversas metodologias que obtienen diferentes
rendimientos analiticos y consideraciones practicas
respecto a su idoneidad potencial como reemplazo de
las técnicas electroforéticas (Fig. 4). En todos los casos
se realiza un proceso de enriquecimiento inmunoldgi-
co antes del analisis para purificar las Ig y eliminar las
proteinas no relacionadas, lo que mejora la sensibili-
dad (20). Los enfoques principales en EM se dividen
en dos categorias: bottom-up y top-down. El enfoque
bottom-up implica la digestion proteolitica de las in-
munoglobulinas en fragmentos mas pequenos (pépti-
dos) antes de la identificacion por EM. Por otro lado,
el enfoque top-down analiza las proteinas intactas sin
digestidon previa, lo que permite una caracterizacion
mas directa de variantes y modificaciones posraduc-
cionales. Ambas estrategias tienen aplicaciones en la
caracterizacion y en la monitorizacion de PM.

Enfoque del péptido clonotipico

El enfoque del péptido clonotipico se basa en la iden-
tificacion de péptidos especificos de la regién determi-
nante de complementariedad (CDR) de la Ig, que son
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Figura 4 — Representacion esquematica de los métodos publicados basados en espectrometria
de masas para detectar proteina monoclonal. CDR: region determinante de complementariedad;
ESI-QTOF-MS: espectrometria de masas con electroespray y analizador de tiempo de vuelo cua-
drupolar; MALDI-TOF MS: espectrometria de masas con ionizacion por desorcion laser asistida

por matriz y analizador de tiempo de vuelo (1).

Unicos para la PM de cada paciente. Para ello, las Ig
purificadas se digieren proteoliticamente con tripsina
para generar fragmentos mas pequenos. Los péptidos
resultantes de la digestion se secuencian para identifi-
car aquellos que son unicos, llamados péptidos clono-
tipicos, y que presentan sustituciones Unicas de ami-
noacidos.

En todos los estudios realizados utilizando este enfo-
que de péptido clonotipico se detectaron PM asociadas
a la enfermedad en el suero de pacientes tratados con
MM que no fueron detectadas por técnicas electroforé-
ticas tradicionales (21). Con esta técnica, es posible de-
tectar PM incluso cuando no se expresan por encima
del fondo policlonal, por lo que este método podria ser
el mas sensible (1). Estos resultados sugieren que el
método de péptido clonotipico podria ser una meto-
dologia viable para la MRD (21) y para eliminar interfe-
rencias de las terapias con anticuerpos monoclonales
(t-mADb, por sus siglas en inglés) (22).

La seleccion de los péptidos de CDR adecuados para
cada paciente con MM es un proceso relativamente so-
fisticado y que actualmente lleva de 4 a 5 semanas (23).
Ademas, es necesario identificar y verificar un péptido
unico de la region CDR de la PM, lo que puede ser com-
plicado y, en algunos casos, imposible, especialmen-
te cuando las concentraciones de la PM son bajas (2).

Esto, junto con los posibles reordenamientos de CDR,
justifican la dificultad de su implementacién en labora-
torios clinicos rutinarios, incluso aunque se trate de un
método analiticamente sensible (24). Ademas, la com-
plejidad general del método y su largo tiempo preana-
litico hacen que este enfoque sea poco practico como
método de cribado para PM (20).

Enfoque de cadena ligera intacta
de inmunoglobulina

Un segundo enfoque para detectar PM utiliza el mé-
todo de cadena ligera (CL) intacta, en el que las molé-
culas de Ig se reducen quimicamente en cadenas pesa-
das y ligeras. Se analiza la distribucion de masa de las
CL para identificar la presencia de PM, que se presen-
tan como picos en la distribucidon masa/carga de las CL,
similar a las detecciones electroforéticas (2).

El desarrollo inicial del método de CL intacta, deno-
minado mediciones rapidas y precisas de masa de Ig
monoclonal (miRAMM, de sus siglas en inglés), se cen-
tré en el enriquecimiento de lgs mediante reduccion
quimica seguido de cromatografia liquida con ioniza-
cion por electroespray y EM de tiempo de vuelo (TOF)
en cuadrupolo. A diferencia de la electroforesis, la dis-
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tribucion masa/carga de las CL produce dos distribu-
ciones amplias y distintas: una para kappa y otra para
lambda, lo que mejora la especificidad del enfoque.

Utilizando miRAMM, el limite de deteccién de la
PM se mejora en comparacién con la electroforesis y
la masa molecular precisa de la CL de la PM (medida
dentro de 1 Da) podria utilizarse como biomarcador
personalizado para el seguimiento de la enfermedad a
lo largo de los anos tanto en suero como en orina (25).
Sin embargo, el método miRAMM también requiere
equipos costosos y mayor experiencia para ejecutar
las muestras (20). Aunque este método mejord signifi-
cativamente el tiempo analitico en comparacion con el
método de péptidos clonotipicos, los tiempos de ana-
lisis de 20 minutos no son adecuados para el volumen
de pruebas para el cribado de PM (1).

Para abordar estas limitaciones, se modifico el méto-
do miRAMM eliminando la cromatografia y sustituyén-
dola por EM con desorcidn/ionizacién por laser asistida
por matriz (MALDI)-TOF. El ensayo utiliza cinco enrique-
cimientos inmunologicos separados de Ig séricas para
IgG, IgA, IgM, kappa y lambda. Después de la elucién
y de la reduccidn de cada enriquecimiento en cadenas
pesadas y ligeras, estas se dispensan en una placa de
acero inoxidable junto con una matriz para su posterior
ionizacion con laser. El tiempo de analisis es bastante
rapido y los resultados pueden obtenerse en 20 segun-

dos para cada paciente. Los graficos resultantes mues-
tran las distribuciones masa/carga de los aislados de
kappa y lambda (26).

En un paciente sano, las distribuciones masa/carga
de lambda son cercanas a las gaussianas (Fig. 5A),
mientras que las distribuciones masa/carga de kappa
consisten en dos distribuciones gaussianas (Fig. 5B).
En un paciente con una PM puede observarse un pico
en la distribucién masa/carga de las CL. Al examinar
los cinco espectros, puede determinarse el isotipo de
la PM (1). Ademas, los enriquecimientos inmunoldgi-
cos también eliminan proteinas interferentes, como las
proteinas B-migrantes y el fibrindgeno, que han dificul-
tado la deteccién de PM mediante técnicas electroforé-
ticas (2). Cuando se combina con la cuantificacion de
las lg, el ensayo Mass-Fix puede, ademas, cuantificar
simultdneamente la PM (27). Esto se logra mediante un
algoritmo matematico que descarta el fondo policlonal
de la cuantificacién, lo que lo hace mas preciso que las
técnicas convencionales que utilizan cortes rectos.

MASS-FIX es el ensayo desarrollado por la Clinica
Mayo que ha reemplazado la SPEP e IFE sérica en su
laboratorio clinico tras la aprobacién de su uso en lugar
de la IFE por el IMWG (28). Sin embargo, EXENT/QIP-
MS es el primer ensayo comercial desarrollado porThe
Binding Site Ltd. (20).

Figura 5 - Espectros MASS-FIX de (A) suero humano sano con distribuciones gaussianas, cadenas ligeras para todos los enri-
quecimientos inmunoldgicos (IgG [arriba], IgA [medio], IgM [abajo], kappa [naranja, todos los espectros] y lambda [azul, todos
los espectros]) y (B) paciente con MM de IgG kappa que muestra un pico no gaussiano en la distribucion de masa de cadenas
ligeras asociadas con IgG (arriba), junto con el mismo pico en la distribucion de masa total de cadenas ligeras kappa (naranja). En
tres de los graficos se muestran las distribuciones masa/carga de las CL que alguna vez estuvieron unidas a una IgG, IgA o IgM,
respectivamente, y en todos los graficos se muestran las distribuciones masa/carga de las CL kappa y lambda totales para replicar
el formato de la IFE. El recuadro rojo grande representa el rango esperado para las cadenas ligeras de Ig. Murray DL y cols. (1).
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Beneficios de la espectrometria de masas
Eficiencia

Los métodos actuales de SPEP e IFE son relativamen-
te menos automatizados en comparacién con otras
pruebas de laboratorio. El ensayo MALDI-TOF, con su
rapido tiempo de analisis, ofrece la posibilidad a los la-
boratorios clinicos de aumentar el nUmero de resulta-
dos de pacientes por técnico de laboratorio (1). Un solo
usuario puede procesar 320 muestras en un turno de
8 horas, algo impensable de asumir realizando SPEP e
IFE, y que posibilita un 30 % mas de cantidad de mues-
tras/técnico/dia (29). Ademas, el proceso mantiene una
trazabilidad de las muestras, reduce el pipeteo manual,
permite un seguimiento digital y mejora significativa-
mente el tiempo de respuesta (30).

Sin embargo, se necesita un esfuerzo significativo
para integrar el ensayo en el sistema de informacién
del laboratorio, desarrollar un software, adquirir los
equipos necesarios y capacitar a los técnicos de labo-
ratorio para interpretar los resultados (1).

Sensibilidad y especificidad

Las evaluaciones intra- e interensayo de la sensibili-
dad analitica y la precision de la cuantificacion de PM
utilizando los ensayos MALDI-TOF han demostrado que
las PM pueden identificarse y cuantificarse con precisiéon
hasta niveles de 0,05 a 0,1 g/L (31), significativamente
mas bajos que los alcanzados por técnicas tradicionales
como SPEP, que tiene un limite inferior de deteccién, de
aproximadamente 10 g/L (32). MALDI-TOF ha demostra-
do tener una sensibilidad analitica y clinica superior en
comparacion con SPEP e IFE y una sensibilidad clinica
comparable a un panel de SPEP/IFE/CLL (33). Estas pro-
piedades hacen que MALDI-TOF sea adecuado para su
uso en laboratorios clinicos de rutina (20).

Giles y cols. (34) utilizaron MALDI-TOF ML para re-
examinar a pacientes con MM no secretor. El estudio
encontré que el 91 % de los casos clasificados como
MM no secretor mediante pruebas tradicionales te-
nian una PM detectable por MALDI-TOF, lo que indica
que la mayoria de los pacientes actualmente descritos
como MM no secretor tienen una secrecion de PM de
bajo nivel en lugar de una no produccién. Los ensayos
de ML deberian permitir que una proporcioén significa-
tiva de pacientes con esta condicion se definan como
pacientes con enfermedad medible mediante ML, lo
que llevaria a una mejor monitorizacion de la enfer-
medad.

Uno de los beneficios de usar EM sobre la SPEP e IFE
en suero es la capacidad de determinar una caracteris-

tica fundamental de la PM, su masa de CL, que permite
una descripcion mas especifica de la PM que la dispo-
nible actualmente. Por lo tanto, en pruebas de segui-
miento o si el paciente es examinado en otro laborato-
rio, la deteccion de la PM puede realizarse de manera
mas especifica (1).

Aunque es posible que las distribuciones masa/car-
ga de la PM y del t-mAb se superpongan, los estudios
han revelado que aproximadamente el 85 % de las ve-
ces esta interferencia puede resolverse mediante MAL-
DI-TOF (35). El uso del método miRAMM, de mayor re-
solucion, ha sido capaz de resolver todos los casos que
se han probado (36,37). Sin embargo, los métodos ac-
tuales para eliminar la interferencia del t-mAb en la IFE
requieren el uso de un anticuerpo anti-t-mAb (38). Asi,
para cada nuevo t-mAb se necesita crear un anti-t-mAb.
No obstante, usando EM, a medida que se disponen de
nuevos t-mAb para el tratamiento, los laboratorios pue-
den identificar la masa de la CL del t-mAb basandose en
su peso molecular tnico, lo que facilita su identificacion
en funcion de su relacién masa/carga (39).

Nuevos marcadores de riesgo

Los ensayos MALDI-TOF han revelado caracteristicas
estructurales de las PM que no se habian apreciado
anteriormente utilizando técnicas electroforéticas. En
particular, se encontraron PM con CL que tenian su
masa fuera del rango esperado. Estas CL presentaban
N-glicosilacion (40).

Se encontro que los pacientes con glicosilacion de
CL de IgG e IgA tenian un mayor riesgo de desarrollar
trastornos de células plasmaticas, especialmente AL,
en comparacion con los pacientes sin glicosilacion de
CL (41) (Fig. 6). Los pacientes con glicosilacién de CL de
IgM presentaban un riesgo de desarrollar enfermedad
de aglutininas frias (42,43).

Rol en la enfermedad minima residual

La EM estad ganando relevancia como método para
la evaluacion de la MRD en sangre periférica. Ofrece
una alternativa menos invasiva en comparacion con
las pruebas tradicionales de médula d6sea. Mientras
que la secuenciacion de ultima generacion (NGS) y la
citometria de flujo multiparamétrica (NGF) son los mé-
todos recomendados por el IMWG para el seguimien-
to de la MRD en médula ésea (17), estudios recientes
sugieren que la EM en suero puede ofrecer una sensi-
bilidad comparable. Derman y cols. demostraron una
alta correlacion entre la deteccion de la MRD en sangre
periférica mediante EM vy la deteccion en médula 6sea
utilizando NGS y NGF (44).

[Rev Med Lab 2024:5(3):86-98]
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Figura 6 — Ejemplo de un paciente tratado con mieloma multiple IgG kappa con daratumumab que
presenta una cadena ligera glicosilada. El recuadro rojo grande representa el rango esperado en la
distribucion masa/carga para las cadenas ligeras de Ig labmda (izquierda) y kappa (centro y derecha).
Las cadenas ligeras glicosiladas presentan un desplazamiento de masa fuera del rango esperado y
muestran multiples picos asociados con diversos motivos de glicosilacion. Murray DL y cols. (1).

Ademads, Woodruff y cols. compararon la EM con
NGS y NGF y destacaron que, aunque estas técnicas
tradicionales siguen siendo fundamentales para la eva-
luacion en médula 6sea, la EM en sangre periférica ha
demostrado detectar la presencia de enfermedad en
pacientes que previamente eran negativos en las prue-
bas de médula 6sea (45).

Otros estudios y ensayos clinicos han mostrado que
la EM es capaz de detectar niveles muy bajos de PM,
con sensibilidades comparables a las técnicas de mé-
dula ésea (46). Sin embargo, comparar las respectivas
sensibilidades de los métodos de EM con las pruebas
de médula 6sea no es sencillo, ya que estos ultimos
calculan la sensibilidad en funcion del nimero de célu-
las plasmaticas por evento.

Ademas, usar una PM como marcador para MRD
presenta algunas dificultades inherentes. La cantidad
de PM en el suero depende de la tasa de sintesis de Ig
por las células plasmaticas malignas. Sin embargo, no
hay una forma directa de determinar esta tasa y podria

[Rev Med Lab 2024;5(3):86-98]

cambiar con el tratamiento. Ademas, las PM pueden
reciclarse y su vida media varia segun el isotipo, por lo
que la deteccion de niveles bajos de PM podria deber-
se al reciclaje de Ig y no a la enfermedad activa. Por el
contrario, las pruebas de médula 6sea pueden compli-
carse por la naturaleza parcheada de la enfermedad y
la enfermedad extramedular.

La evidencia actual sugiere que la deteccion de PM en
suero por EM y la evaluacion de la MRD en médula 6sea
son métodos complementarios cuyos resultados deben
considerarse como parte de un enfoque multimodal (1).

CONCLUSION

Esta revision examina las limitaciones de las metodo-
logias tradicionales en la deteccion y en el seguimiento
de los trastornos relacionados de células plasmaticas,
destacando la sensibilidad limitada de técnicas como
la SPEP y la IFE. Se ha investigado extensamente el
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potencial de la EM como método para superar estas
limitaciones, que ha demostrado ser mas sensible y es-
pecifica en la deteccidén de PM, incluso a niveles bajos
no detectables por las técnicas convencionales.

Los métodos basados en EM, como el analisis de
péptidos clonotipicos y CL intactas, han mostrado ser
particularmente prometedores. A pesar de enfrentarse
a desafios como el alto costo y la necesidad de equipos
especializados, la EM ofrece beneficios significativos
en términos de eficiencia y precisidon para transformar
potencialmente la evaluacion y el manejo de los tras-
tornos relacionados con células plasmaticas en entor-
nos clinicos.

Especificamente, la técnica de EM MALDI-TOF ha
emergido como una alternativa prometedora aplicable
en la practica clinica diaria. Ha demostrado una sensibi-
lidad analitica y clinica superior en comparacion con la
SPEP e IFE y una sensibilidad clinica comparable a un
panel de SPEP/IFE/CLL. MALDI-TOF también ha mos-
trado ser capaz de resolver interferencias causadas por
t-mAb, como el daratumumab, que hasta ahora han
representado un desafio significativo para las técnicas
tradicionales. Ademas, los ensayos MALDI-TOF han re-
velado caracteristicas estructurales de las PM que no
se habian apreciado anteriormente con técnicas elec-
troforéticas, lo que ha permitido la identificacién de
nuevos marcadores de riesgo para AL y enfermedad
de aglutininas frias.
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ABSTRACT

Chronobiology. Clinical Laboratory.
Circadian rhythm. Biomarkers.

Chronobiology studies the variation of physiological processes ac-

cording to the time of day. Currently, in clinical laboratories, only a few
biomarkers are studied based on their temporal variation. Their incor-
poration can aid in the interpretation of results aimed at more personali-
zed medicine. One of the biggest challenges is the collection of data over
24 hours, which is complicated for patients and costly. However, it is beco-
ming increasingly easier to electronically record the exact time of sample
collection. This allows for population studies that help interpret the intraday
fluctuation of biomarkers and understand each pathophysiological process.

INTRODUCCION

Cualquier proceso fisioldgico estd sometido a una
marcada variacion temporal que ha servido como me-
canismo de anticipacion a los cambios ambientales.
Desde el ciclo sueno-vigilia, los horarios de alimenta-
cion o ciclos reproductores, hay un sinfin de procesos
en el organismo que presentan un patron ciclico con
frecuencias de tiempo determinadas (1). La Crono-
biologia es la ciencia que estudia estos cambios, su
origen y las consecuencias sobre la salud debido a su
alteracion.

Cada vez son mas las especialidades médicas que
tienen en cuenta estas variaciones tanto en el diag-
nostico como en los tratamientos. La Cronofarmaco-
logia estda ampliamente extendida en la Cardiologia
o la Oncologia (2,3). Sin embargo, en el Laboratorio
Clinico queda mucho camino por recorrer en ese sen-
tido, a pesar de tener en cuenta diferentes valores de
referencia segun fases temporales en algunos para-
metros.

Tradicionalmente las analiticas programadas se
hacen siempre en unas determinadas condiciones
preanaliticas entre las que se encuentra la hora de la
toma de muestra. El Grupo Europeo para la Variacion
Biolégica (Working Group of Biological Variability
[WG-BV]) incluye en su estudio Biological Variation
Data Critical Appraisal Cheklist (BIVAC) la hora de
toma de muestra como uno de los items de calidad
(4). Sin embargo, no se sabe con certeza cémo influ-
ye la hora del dia en las variaciones de concentracion
de los analitos.

Aunque se ha descrito que algunos analitos presen-
tan grandes amplitudes en sus concentraciones segun
las oscilaciones temporales, la mayoria de los biomar-
cadores tienen un ritmo como consecuencia de la ac-
tividad circadiana del cuerpo, lo que actualmente no
se tiene en consideraciéon. Conocer estas oscilaciones
implementaria una mejora en el diagnostico y el trata-
miento de la patologia (5).

[Rev Med Lab 2024:5(3):99-107]

LA HORA EN LA VARIACION BIOLOGICA

En el Laboratorio Clinico, la variacion bioldgica (VB)
ha sido una fuente de incertidumbre. Podemos definirla
como aquellas fluctuaciones fisioldgicamente normales
de biomarcadores que son independientes de factores
preanaliticos y analiticos (6). Esta variacion puede ser in-
tra e interindividual.

En el ano 2018, el WG-BV, promovido por la European
Federation of Clinical Chemistry and Medicine of Labora-
tory (EFLM) publicé un metaanalisis sobre VB que incluia
14 items de calidad con el fin de estandarizar los nume-
rosos estudios de VB publicados hasta ese momento (4).
Concretamente, el item 2 hace referencia al capitulo de
sujetos y muestras e incluye la hora de recogida como
factor a tener en cuenta. La inmensa mayoria de estudios
aportan los datos recogidos en la primera hora de la ma-
nana, concretamente 8:00-10:00 horas (7). De esta forma,
se estandarizan todos los valores en esa franja horaria,
pero perdemos el conocimiento de sus posibles oscila-
ciones ritmicas.

La Cronobiologia puede ayudar a conocer si hay una
variacion intraindividual temporal y ciclica, en qué grado
se presenta y si afecta tanto a los resultados como a su in-
terpretacion. El Laboratorio Clinico tiene las herramientas
necesarias para ayudar a tal fin, ya que trabaja todas las
horas del dia al tratarse de uno de los Servicios Centra-
les de la Asistencia Sanitaria. Ademas, la mayoria de los
sistemas informaticos de laboratorio (LIS) y de Gestion
Clinica pueden obtener los datos de la hora de extraccion.
Generalmente la mayoria de LIS obtienen los registros
horarios desde la llegada de la muestra al laboratorio,
ya sea por trazabilidad o indicadores de calidad como el
tiempo de respuesta, quedando un vacio en la hora exac-
ta de la extraccion (8).

CRONOBIOLOGIA: DEFINICION Y CONCEPTOS

Entendemos por Cronobiologia como la ciencia que
estudia la variacion temporal de todos los procesos fi-
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siologicos, asi como las consecuencias sobre la salud
debidas a su alteracion.

Aunque la literatura cientifica sitia las primeras
observaciones con el francés Jean Jacques d'Ortous
de Mairan que describio los movimientos diarios de
las hojas de la Mimosa pudica (9), estos cambios ci-
clicos y temporales vienen siendo descritos desde
mucho antes. La civilizacién egipcia fue la primera
en organizar calendarios con dias divididos en 24 ho-
ras y, en lo que llamaban, 36 decanos, basandose
en la observacion de patrones repetidos de sus pro-
pias funciones vitales. Cada uno de estos decanos
tendria una duracién de 40 minutos (10). Actualmen-
te se sabe que cada 40-45 minutos se activa la sus-
tancia reticular del bulbo raquideo, originando una
relajacion cerebral. Posteriormente médicos griegos
como Aristoteles, Hipocrates o Diocles observaron la
existencia de ritmo en los ciclos menstruales asocia-
dos a fases lunares y ritmos circadianos en los picos
febriles.

Fueron encadenandose durante siglos muchos ex-
perimentos que evidenciaban estos ritmos en todos
los seres vivos. Pero no fue hasta 1960 en el Congreso
de Cold Spring Harbor (Nueva York) cuando comienza
esta disciplina de manera formal y se crea una socie-
dad cientifica para su estudio (11). Son considerados
los padres de la Cronobiologia Jiirgen Aschoff y Colin
Pittendrigh con numerosos estudios sobre los ritmos
circadianos y su forma de estudiarlos.

Ritmo bioldgico: el sistema circadiano

Entendemos como ritmo, aquellas oscilaciones tem-
porales de un proceso fisiolégico que se mantiene en
el tiempo y puede ser sincronizado con el medio. El res-
ponsable de la generacion de cualquier ritmo es el sis-
tema circadiano. Estas variaciones se mantienen cons-
tantes en el tiempo y se generan de manera enddgena,
aunque pueden ser sincronizados por factores externos,
siendo el principal la luz solar. Dependiendo de la fre-
cuencia con la que se repiten, se pueden encontrar tres
tipos:

— Ritmos ultradianos: presentan una frecuencia de
mas de un ciclo al dia (< 20 horas). Algunos ejem-
plos son la frecuencia cardiaca y respiratoria o la
secrecion de algunas hormonas como la cortico-
tropina (ACTH) o el neuropéptido.

— Ritmos circadianos: son los mas abundantes. Se
trata de aquellos que presentan un ciclo cada
24 horas (> 20 y < 28 horas). Desde la presion ar-
terial hasta la gran mayoria de magnitudes bio-
logicas se ajustan a este ritmo (tirotropina [TSH],
melatonina, cortisol, filtrado glomerular, etc.).

— Ritmos infradianos: son aquellos que presentan
menos de un ciclo al dia (> 28 horas). Los mas
destacados son los circalunares (periodos de al-
rededor de 28 dias), como el ciclo menstrual y sus
hormonas asociadas; circaanuales (periodos de al-
rededor de 365 dias) como algunas hormonas (12)
o el estado de animo (13); o circaseptanos (perio-
dos de alrededor de 7 dias) como el que se da en
eventos de epilepsia (14).

Hay que decir que los tipos de ritmos no son exclu-
yentes entre si. Hay muchos procesos u hormonas que
pueden presentar a la vez distintos ritmos. Por ejem-
plo, el clasico y conocido ritmo circadiano de melatoni-
na también presenta un ritmo estacional, aunque mas
atenuado (15).

Analisis de los ritmos circadianos

El analisis de los ritmos circadianos no usa la esta-
distica convencional a la que estamos acostumbrados.
Son necesarios analisis estadisticos de series tempo-
rales.

Podemos encontrar dos tipos: los andlisis paramétri-
cos, propuestos por Aschoff (16), y los no paramétricos,
propuestos por Pittendrigh (11).

Meétodos paramétricos

Se basan en el método Cosinor como analisis esta-
distico, que analiza si la serie de datos se ajusta a una
funcion coseno por el método de minimos cuadrados.

Esta funcion viene definida por tres variables (Fig. 1):

— Valor medio de la funcion alrededor del cual osci-
la la serie de datos: este valor es conocido como
MESOR (del inglés Midline Estimating Statistic Of
Rhythm). No tiene por qué coincidir con la media
de los datos. Las unidades son las mismas que las
del mesurando que estamos analizando.

— Fase: se trata de un valor temporal. En Cronobio-
logia suelen usarse las unidades de horas y mi-
nutos, aunque también pueden ser en radianes o
grados. Se diferencia la acrofase, que es el valor
temporal donde la funcién alcanza su valor maxi-
mo, y la batifase o nadir, que es el valor temporal
donde la funcién alcanza su valor minimo. En la
funcién coseno, batifase y acrofase distan alrede-
dor de las 12 horas aproximadamente.

— Amplitud: es la diferencia entre el valor maximo/
minimo y el MESOR. Cuanto mayor es la amplitud,
el ritmo serd mas marcado. Las unidades son las
mismas que las del parametro que estemos ana-
lizando.
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Figura 1 — Ritmo circadiano. Se observa un ciclo completo en
un periodo de 24 horas con las tres variables que definen la
funcién: valor MESOR (coincide con el eje de abscisas en este
caso); acrofase, batifase y amplitud.

Meétodos no paramétricos

Puede ocurrir que la dispersién de la serie de datos no
sea homogénea y el ajuste a un método paramétrico no
sea significativo, pero si exista presencia de ritmo. Un
ejemplo serian las concentraciones de melatonina o TSH,
que presentan concentrados sus valores maximos en la
zona descanso, es decir en las 7-8 horas de la noche, fren-
te alas 16-17 horas de actividad. Se trata de funciones asi-
meétricas que no presentarian un claro ajuste a un coseno
por el método Cosinor. En estos casos, hay que aplicar
métodos no paramétricos para su analisis. Este método
es mucho mas complejo y se usan software especializa-
dos para obtener los diferentes datos estadisticos. Vienen
definidos por los siguientes valores (17):

— Estabilidad interdiaria o IS (del inglés interdaily sta-
bility): este valor informa sobre la regularidad del rit-
mo en los diferentes dias, es decir, la similitud de los
patrones entre los diferentes dias. Se mueve entre
0 (muy irregular) y 1 (totalmente regular). Un ritmo
estable suele encontrarse entre 0,60-0,65.

— Variabilidad intradiaria o IV (del inglés intradaily
variability): este parametro informa sobre el grado
de fragmentacion del ritmo dentro de su periodo
determinando la alteracion que se produce en un
ciclo. Sus valores oscilan entre 0 (muy poca frag-
mentacion) y 2 (muy fragmentado). Un ritmo en
un individuo sano suele estar por debajo de 1.

— VL5 (valor promedio del parametro con valores mas
bajos durante 5 horas consecutivas): se trata del va-
lor medio de los valores mas bajos durante 5 horas
consecutivas en un ciclo de 24 horas. La hora en la
que se produce ese valor medio es L5 (punto medio
de las 5 horas consecutivas con valores mas bajos) y
equivaldria al nadir del método paramétrico. Segun
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el tipo de ritmo también pueden usarse otros para-
metros, como VL10 (valor promedio del parametro
con valores mas bajos durante 10 horas consecuti-
vas) y L10 (punto medio de las 10 horas consecutivas
con valores mas bajos).

— VM10 (valor promedio del pardametro con valores
mas altos durante 10 horas consecutivas): se trata
del valor medio de los valores mas altos durante
10 horas consecutivas en un ciclo de 24 horas. La
hora en la que se produce ese valor medio es M10
(punto medio de las 10 horas consecutivas con va-
lores mas altos) y equivaldria a la acrofase del mé-
todo paramétrico. Segun el tipo de ritmo podrian
usarse otros parametros, como VM5 (valor prome-
dio del parametro con valores mas altos durante
5 horas consecutivas) y M5 (punto medio de las
5 horas consecutivas con valores mas altos).

— La amplitud es la diferencia entre M10 y L5. La am-
plitud relativa es la diferencia entre M10 y L5 divi-
dido por la suma de M10 y L5. Oscila entre 0 y 1.

En la figura 2 se representa graficamente la informa-

cion de cada uno de estos parametros.

Figura 2 — Métodos no paramétricos. Parte superior: IS; media:
IV; e inferior: MI5/L10 (izquierda) y M 10/L5 (derecha) (modificado
de cita 18).

Cronodisrupcion y cronopotenciacion

Los ritmos bioldgicos estan generados de manera en-
dogena, se mantienen constantes en el tiempo a pesar de
no recibir informacion externa y pueden ser sincroniza-
dos por factores ambientales, siendo el mas importante
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la luz solar (18). Algunos factores estan generando una
importante desincronizacién entre el medio externo y el
reloj interno, como el trabajo a turnos, los viajes transme-
ridianos y, recientemente, el uso durante la fase de des-
canso de dispositivos electrénicos que emiten luz azula-
da. A este fendmeno se le denomina “cronodisrupcion”
y se ha relacionado con la aparicion de numerosas enfer-
medades como melanoma, cancer de mama, prostata o
trastornos de la conducta (19).

Por otro lado, tenemos la llamada “cronopotencia-
ciéon” que reune un conjunto de terapias que preten-
den resincronizar el reloj interno con el medio. Algunos
ejemplos serian el uso de lamparas especiales con luz
brillante a primera hora del dia, pautar unos horarios
adecuados de alimentacién o suplementos como la
melatonina al inicio del descanso.

Cronotipo

Consiste en el patrén circadiano de cada individuo con
el que mejor se ajusta al medio (20). Hay que tener en
cuenta que el reloj circadiano tiene una importante carga
genética. Aunque todos los ritmos bioldgicos son cons-
tantes en individuos de la misma especie, no son estric-
tamente inmoviles. Existe un margen por el que sus acro-
fases/batifases pueden adelantarse (adelanto de fase) o
retrasarse (retraso de fase). La clasificacion de los crono-
tipos se estandariza en base al comportamiento del inicio
y final del ciclo sueno/vigilia por ser el mas marcado. En
los sujetos donde hay un adelanto de fase se les atribuye
en la literatura cientifica el nombre de matutinos o lark
(alondra, en inglés); mientras que donde hay un retra-
so de fase, se les denomina vespertinos u owl/ (biho en
inglés). En estos casos, hay un arrastre de las acrofases
de sus ritmos circadianos hacia uno u otro lado. También
existen individuos con caracteristicas intermedias que
pertenecerian a otro grupo.

ANATOMIAY FISIOLOGIA DEL SISTEMA
CIRCADIANO

El responsable de la generacion de los ritmos bio-
l6gicos es el sistema circadiano que esta compuesto
de un reloj principal junto con una multitud de relo-
jes dispuestos en cada una de las células del cuerpo
que estan a expensas de las “6rdenes” del marcapasos
principal. Van Someren equipara el funcionamiento del
sistema circadiano al de una orquesta perfectamente
organizada donde cada grupo de instrumentos (relo-
jes) sabe cuando y cémo funcionar, pero siempre a las
ordenes del “director de la orquesta” o marcapasos
principal (21). Para entender el funcionamiento del sis-
tema circadiano se explicard como un reloj convencio-

nal. Existen unas vias de entrada que van a sincronizar
nuestro reloj y que seran las senales del medio exter-
no. El reloj propiamente dicho esta compuesto por los
nucleos supraquiasmaticos (NSQ) y diferentes relojes
periféricos. Ademas, existen unas vias de salida que
seran las propias senales que emita ese reloj y que se
veran en las diferentes funciones de 6rganos y siste-
mas en las horas correspondientes (21).

Via de entrada

Aunque la principal via de sincronizacion es la luz
solar, existen otras como héabitos alimenticios, ciclos
actividad-descanso o, segun algunos autores, las rela-
ciones sociales. A estos sincronizadores se les cono-
ce como Zeitgeber Time. Es una palabra alemana que
significa “dador de tiempo” Estas vias de entrada son
sincronizadores externos que “ponen en hora nuestro
reloj interno” (21).

El mecanismo por el que la luz regula nuestro reloj esta
claramente descrito. Ademas de los conos y bastones,
existen en la retina unas células ganglionares fotorrecep-
toras e intrinsecamente fotosensibles (ipRGC, del inglés
intrinsically photosensitive retinal ganglioncells) cuyo
citoplasma contiene una opsina denominada melanopsi-
na. Estas células son excitadas al recibir luz de una longi-
tud de onda de alrededor de 480 nm (Fig. 3). Al excitarse
segregan melanopsina que a través del tracto retinohipo-
talamico llega a los NSQ inhibiendo fuertemente la secre-
cion de melatonina en la glandula pineal (22).

Figura 3 - Excitacion de secrecion de melanopsina segun longi-
tud de onda (22).
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Reloj bioldgico

El reloj central del sistema circadiano, también cono-
cido como marcapasos principal, se encuentra en los
NSQ situados en el hipotdlamo anterior. Son un grupo
de, apenas, 50 000 neuronas especializadas respon-
sables de generar todos los ritmos enddégenos que se
dan en nuestro organismo. Se sitlan sobre el quiasma
optico, al lado del tercer ventriculo. Se diferencian dos
zonas, una parte central o core con una alta densidad
de neuronas que expresan principalmente péptido in-
testinal vasoactivo y péptido liberador de gastrina; y
una segunda parte exterior o corteza, con menor densi-
dad de neuronas y que expresan arginina-vasopresina.
Ademas de este marcapasos, se disponen una red de
relojes periféricos perfectamente sincronizados con los
NSQ (21).

Los doctores Hall, Rosbash y Young describieron el
mecanismo molecular del reloj circadiano que se trata
de un mecanismo de retroalimentacién positivo y ne-
gativo. Por estos trabajos recibieron el Premio Nobel
de Medicina en 2017 (23).

Un ciclo completo dura alrededor de 24 horas del dia
y estan formados, principalmente, por dos conjuntos
de genes (23):

— Los genes Clocky Bmal1 serian elementos de re-
troalimentacion positiva. Estos genes expresan
las proteinas CLOCK y BMAL1, que forman un he-
terodimero que activa la transcripcion en el nucleo
de los genes Per, Cry'y Rev-Erba.

— Los genes Period (Per 1-2-3) y los criptocromos
(Cry 1-2) actuan como elementos de retroalimen-
taciéon negativa. Con un claro ritmo circadiano, la
proteina PER se une a otra proteina translocasa de
membrana interna (TIM) por la que entra de nuevo
al nucleo e inhibe su propia sintesis.

Vias de salida

Entendemos como vias de salida, la propia genera-
cion de los diferentes ritmos circadianos. La principal
via de salida es la secrecion de melatonina. La me-
latonina es conocida como la oscuridad quimica. Se
trata de una hormona que presenta unos valores mas
elevados en la fase de oscuridad y descienden con la
luz por la accion de la melanopsina. La melatonina se
transmite desde la glandula pineal al resto del cuerpo.
El efecto de la melatonina va mas alla de marcar el
inicio de la fase de descanso y se han descrito mul-
tiples acciones como antioxidante, antiaterogénico o
antihipertensivo (24).

Podriamos enumerar todos los procesos fisiologicos
como vias de salida. Algunas de estas salidas se pue-
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den emplear para evaluar el estado de nuestro sistema
circadiano. Son los denominados ritmos marcadores,
como, por ejemplo, los ritmos de cortisol y melatonina
o la temperatura central corporal.

PATRONES CIRCADIANOSY SU REFLEJO
EN LOS ANALITOS

Practicamente en todos los analitos se presenta una
clara variacion circadiana. La amplitud de sus ritmos,
asi como sus acrofases y batifases van a ser diferentes.
Todos los ritmos van a tener en comun que la enferme-
dad y el envejecimiento van a atenuar sus amplitudes
hasta perder la presencia de ritmo circadiano.

Sistema endocrino

Es el sistema donde la variacion temporal se expresa
de forma mas marcada. Conviven ritmos circa-, ultra- e
infradianos en las mismas hormonas. Destacan:

— Eje hipotdalamo-hipofisiario-adrenal: uno de los
principales ritmos circadianos conocidos en el
Laboratorio Clinico es el del tdndem de cortico-
tropina y cortisol. Con un periodo de 24 horas,
sus valores son mas elevados al comienzo de
la fase de actividad y sus minimos se producen
durante la fase de descanso (Fig. 4). El cortisol
presenta un patron inverso al de la melatonina,
es decir, se encuentran en antifase. Se denomi-
na de esta manera a aquellos patrones cuyas
acrofases distan alrededor de 12 horas. Ambos
presentan una amplitud elevada por su marcado
ritmo (25).

— Eje somatotropo: otro de los patrones circadia-
nos claramente descritos es el del conjunto de
hormonas GH (hormona del crecimiento), IGF-1
(factor de crecimiento insulinico tipo 1) y ghre-
lina. La hormona del crecimiento (GH) varia su
ritmo con la edad, ademas existen diferencias
entre sexos. Con una secrecioén pulséatil, presenta
sus valores mas elevados en la fase de descanso
y menores en la fase de actividad. El ritmo se va
atenuando fuertemente hasta casi perderse en
la edad avanzada. Paralelo a este ritmo esta la
secrecion de la IGF-1 (factor de crecimiento in-
sulinico tipo 1), ya que su secrecion es activada
por la GH (26). Por otro lado, la ghrelina, que
tiene una funcion saciante, presenta un ritmo
ultradiano con picos en los momentos prepran-
diales (27).

— Eje hipotalamo-hipofisiario-tiroideo: la secrecion
de TSH presenta un marcado ritmo circadiano, in-
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dependiente del sexo, con valores en la fase de
descanso que casi duplican a los de la fase de ac-
tividad (28). Estos patrones se ven reflejados tam-
bién en todo el eje de estimulacion/inhibicidén de la
glandula tiroidea (Fig. 5).

— Eje hipotalamo-hipofisiario-gonadotropo: el pa-
trén infradiano de las gonadotropinas estad evi-
denciado en los informes de laboratorio, ya que se
establecen diferentes valores de referencia segun
la fase del ciclo menstrual. Ademas, existe una va-
riacion pulsatil tanto circadiana como ultradiana.
También en el caso de la testosterona se presenta
un claro ritmo circadiano con valores mas eleva-
dos en la fase de descanso y alcanzando su pico a
primera hora de la mahana (29).

Figura 4 - Patron circadiano del cortisol (25).

Figura 5 - Patron circadiano de TSH en 33 sujetos sanos (27).

Sistema hematopoyético

Las diferentes variaciones temporales de las tres
series celulares han sido claramente definidas con
pequenas oscilaciones en las acrofases segun las pu-
blicaciones y segun el tamano de la poblacion estu-
diada. En general, la serie blanca y sus subpoblacio-
nes presentan un incremento en concentraciones en
sangre al inicio de la fase de descanso, alcanzando
sus valores maximos entre las 23:00-2:00 h (30).

Por otro lado, las plaguetas alcanzan sus picos al
inicio de la fase de actividad, coincidiendo con la
mayor actividad de los factores de coagulacion (31).
Con respecto a la serie roja, recientemente, se ha
descrito un reloj en los hematies humanos, a través
de la actividad circadiana de las peroxirredoxinas,
unas proteinas con alto poder antioxidante. A pesar
de la ausencia de nucleo y ADN en el hematie huma-
no adulto, se presentan estos relojes perfectamente
sincronizados en ciclos cercanos a las 24 horas (32).

Sistema inmunitario

La variacién circadiana del sistema inmunitario se
puede ver en varios niveles (30):

— La mayor presencia de sintomatologia a prime-
ras horas de la manana en determinadas en-
fermedades, como la artritis reumatoide (33),
sugiere una tendencia a concentrar la actividad
inmunitaria en determinadas horas.

— Se ha descrito un claro ritmo circadiano en cuan-
to a la concentracion de células blancas (leucoci-
tos y sus subpoblaciones, excepto los linfocitos
T), de manera que, el mayor numero de células
se da en la franja horaria del inicio de la fase de
descanso, decreciendo hasta alcanzar los mini-
mos en la fase de actividad (30).

— Otro aspecto de la presencia de ritmo en el
sistema inmune es la diferencia de respuesta
posvacuna segun la hora en la que se realice la
inoculacion. En vacunas con cepas atenuadas de
la tuberculosis o la vacuna de la gripe, se ha ob-
servado una mayor respuesta en los individuos
inoculados a primera hora de la manana. Esta
respuesta se ha evaluado tanto por la produc-
cion de citoquinas como por la produccion de
anticuerpos. En el caso de la vacuna de la hepa-
titis A, ademas, se anaden diferencias por sexo.
El grupo de inoculados por la manhana presenta
una mayor respuesta y, dentro de este, los varo-
nes presentan mayor respuesta que las mujeres
(34).
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PERSPECTIVAS DE FUTURO

Uno de los principales inconvenientes en los estudios
de Cronobiologia y Laboratorio Clinico es la recogida
de datos durante 24 horas para analizar todo el patron
circadiano. En estos casos, los pacientes deben estar in-
gresados durante 24 horas y ser sometidos a tomas de
muestra en intervalos cortos de tiempo para que los ana-
lisis sean significativos. Esto conlleva las molestias para
el paciente y el correspondiente gasto sanitario.

Actualmente, gracias a los registros informaticos tanto
de LIS, como de los programas de gestion hospitalaria,
cada vez es mas sencillo y fiable obtener la informacion
exacta sobre la hora de extraccién sanguinea.

El concepto de “ritmo circadiano poblacional” se de-
fine como aquel ritmo que presentan los datos de con-
centraciones de diferentes metabolitos agrupados por
horas y ordenados en el tiempo. Esta informacion se
puede extraer de los datos del laboratorio de urgencias,
ya que se dispone de resultados de todo el marco circa-
diano. Se ha comprobado que estos ritmos poblaciona-
les presentan patrones y acrofases similares a aquellos
que se dan en el individuo. Ademas, se han llevado a
cabos estudios multicéntricos obteniéndose similares
patrones y con las esperadas diferencias en los MESOR
segun la poblacion. Ademas, se ha visto concordancia
fisiologica en los comportamientos de los ritmos po-
blacionales, atenuandose los ritmos con la edad y la
enfermedad. La principal publicacién sobre ritmo cir-
cadiano poblacional, a dia de hoy, ha puesto de mani-
fiesto la existencia de un ritmo poblacional en el filtrado
glomerular estimado en sujetos aparentemente sanos.
En ella se demuestra que el uso de resultados emitidos
por el laboratorio de urgencias puede ser utilizado para
la estimacidon de un ritmo circadiano poblacional. Ade-
mas, refleja la importancia de la segmentacion de los
datos en funcion de caracteristicas demograficas, como
el sexo y la edad, que pueden influir en este comporta-
miento circadiano y, por tanto, son variables para tener
en cuenta en este tipo de analisis (35).

|"

CONCLUSIONES

Durante los ultimos anos se ha incrementado el nu-
mero de las publicaciones cientificas que evidencian el
reflejo de las oscilaciones temporales de los procesos
fisiolégicos en todos los analitos dentro de la Medicina
de Laboratorio. Ademads, cada vez son mas las disci-
plinas médicas que incorporan la Cronobiologia en su
practica clinica para una mejora en los diagnosticos y
tratamientos.

No se trata, a priori, de establecer diferentes valores
de referencia segun la franja horaria, sino de llegar a
saber como funciona cada érgano o sistema en base al
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comportamiento circadiano de los biomarcadores im-
plicados en esos procesos, aportando al clinico en qué
momento del dia un resultado analitico puede ser mas
0 menos critico.

Por otro lado, debemos valorar con cautela la realiza-
cién de analiticas en cualquier hora del dia. La influen-
cia de estos ritmos circadianos en concentraciones de
metabolitos no puede obviarse y debe ser informada.
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Paciente con patologia hematoinflamatoria
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CASO CLIiNICO

Presentamos el caso de un varon de 57 anos que es
derivado a nuestro hospital para el estudio de un cua-
dro de anemia y trombopenia.

Refiere un cuadro de dolores osteomusculares gene-
ralizados desde hace un ano y unos meses, asi como
episodios de edemas oculares de repeticién. Ademas,
ha presentado episodios de dolor en el cartilago de la
oreja izquierda que cursan con eritema y edema en la
zona. También ha realizado una consulta en Urgencias
por un edema en la pierna izquierda asociado a un eri-
tema en el ojo izquierdo. Afirma notar mucho cansan-
cio al caminar y sangrado ocasional relacionado con
hemorroides, asi como la pérdida de seis o siete kilos
en los ultimos meses sin cambio de dieta.

Las analiticas reflejan una trombopenia leve de casi
tres anos de evolucidon, con anemia macrocitica leve
que empeora en la actualidad, con una cifra de hemog-
lobina de 8,8 g/dL, asi como el aumento de PCR.

Correspondencia: Cristina Armendériz Brugos. Hospital Universitario de Navarra.
C/ de Irunlarrea, 3. 31008 Pamplona
e-mail: cristina.armendariz.brugos@navarra.es

Debido al conjunto del cuadro que se observa en
el paciente, la sospecha principal es de sindrome de
VEXAS, por lo que se comenta el caso con el Servicio de
Hematologia, que procede a la realizacion de un aspira-
do medular. En dicho aspirado se observa hiperplasia
de la serie granulopoyética sin dismorfias ni blastosis
significativa, lo que obliga a descartar neoplasia mielo-
proliferativa. Se observa vacuolizacidon de precursores
eritroides y mieloides compatibles con el sindrome de
VEXAS, por lo que se solicita un estudio genético en
sangre periférica al laboratorio externo, que confirma
el diagnostico. El paciente presenta la variante patogé-
nica p.Metd1Thr del gen UBAT, identificada en forma
de mosaicismo genético en aproximadamente un 80 %
(Fig. 1).

Con este resultado se procede a realizar el estudio
genético en la médula 6sea en nuestro hospital, en
el que se confirma que el paciente es portador de la
variante patogénica c¢.122T>C (pMet41Thr) en el gen
UBA1 (rs782416867).
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Paciente con patologia hematoinflamatoria

Fig. 1. Presencia de vacuolas en neutrofilos en muestra de san-
gre periférica.

Se concluye que el paciente presenta un sindrome de
VEXAS con manifestaciones principales en el momento
del diagnostico de condritis en el pabellon auricular y al-
teraciones hematoldgicas, confirmado genéticamente.

Se pautan 15-20 mg al dia de prednisona para contro-
lar los sintomas inflamatorios en la zona de los cartila-
gos, al que se asocia tratamiento con calcio, vitamina
D y bifosfonatos.

A partir de este momento el seguimiento se realiza
de forma conjunta por parte de Hematologia para con-
trolar la posible evolucidon a sindrome mielodisplasico
y por parte de Medicina Interna para controlar la sinto-
matologia inflamatoria.

Debido al mal control del dolor con los corticoides, se
decide complementar el tratamiento con tocilizumab (fue-
ra de indicacidn). El paciente no refirié una clara mejoria
y posteriormente presenté una reaccion de prurito pal-
mo-plantar seguida de eritema en la misma localizacion.
Por este motivo, después de revisar la literatura, se solici-
ta al Servicio de Farmacia la administracion de ruxolitinib.
Desde entonces se encuentra algo mejor de la inflama-
cion y ha podido bajar la dosis de prednisona a 10 mg.

DISCUSION

El sindrome VEXAS (vacuolas, enzima E-1, ligado a X,
autoinflamatorio y somatico) es un sindrome que abar-
ca un cuadro de patologia hematoinflamatoria descrito
a finales de 2020.

Se debe a mutaciones somaticas adquiridas en pro-
genitores mieloides por un cambio de aminoéacido (mis-
sense) en el gen UBAT, localizado en el cromosoma X,
y por tanto afecta predominantemente a hombres,
aunque hay algun caso descrito en mujeres, asociado
a una monosomia adquirida del cromosoma X. Este
gen codifica la enzima E-1 activadora de la ubicuitina.
La ubicuitinacién es una modificacion posraduccional
fundamental para regular la senalizacion intracelular y
la degradacion de las proteinas y es clave en la autofa-
gia. La enzima inicia un proceso que identifica protei-
nas mal plegadas como objetivos para la degradacion.

Los pacientes afectados por este sindrome se ca-
racterizan por exhibir manifestaciones inflamatorias y
hematoldgicas en la edad adulta, con fiebre recurrente
de origen no infeccioso, artralgias/artritis, condritis au-
ricular/nasal, dermatosis neutrofilica, inflamacién pul-
monar y cutadnea. A nivel analitico presentan citopenia,
médula 6sea displasica, vacuolas en células progenito-
ras mieloides y eritroides y vasculitis.

Entre los diagnosticos diferenciales planteados se
encuentran enfermedades reumaticas o hematologicas
como la policondritis recidivante, poliarteritis nodosa,
sindrome de Sweet y sindrome mielodisplasico. Sin
embargo, este sindrome tiene una causa diferente, con
un tratamiento especifico, y requiere una monitoriza-
cién adicional.

El diagndstico requiere el estudio de la médula 6sea
en busqueda de vacuolas citoplasmaticas en precurso-
res eritroides y mieloides, ademas de realizar la confir-
macion genética de las mutaciones en UBAT.

Hasta ahora se han identificado tres variantes de la
mutacion, p.Met41Tre, p.Met41Val y p.Metd1leu, v,
aunque inicialmente solo se habia descrito en varones,
se ha detectado también en mujeres, como consecuen-
cia de la inactivacién de uno de los dos cromosomas X.

El tratamiento se basa en glucocorticoides a dosis
medias-altas, farmacos antirreumaticos modificadores
de la enfermedad (metotrexato, ciclofosfamida o mi-
cofenolato) o terapias bioldgicas, aunque la varialibili-
dad en la respuesta al tratamiento es muy elevada. Las
terapias hipometilantes y el trasplante alogénico de
células progenitoras hematopoyéticas se consideran
terapias prometedoras para esta enfermedad, pero es
necesario el diagnostico y el tratamiento de un mayor
numero de pacientes para evaluar su eficacia.

El prondstico de estos pacientes depende de factoras
clinicos y genéticos y el estudio de la correlacion geno-
tipo-fenotipo esta ya en marcha.

PUNTOS A RECORDAR

— El sindrome VEXAS representa el ejemplo de una
enfermedad multisistémica en la que los pacientes
y sus sintomas pueden perderse en la confusion,
por lo que esta infradiagnosticado.

— El cuadro comprende una mezcla de manifestacio-
nes dermatoldgicas y hematoldgicas que los profe-
sionales médicos deben conocer para incluirlo en el
diagnéstico diferencial y asi llegar a un diagnostico
de certeza mediante la confirmacion genética.

— El correcto diagnostico de estos pacientes servira
para establecer una correlacién de genotipo y fe-
notipo, un tratamiento adecuado para esta patolo-
gia y un mejor pronostico de los pacientes.

[Rev Med Lab 2024;5(3):108-110]
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Orina verde-azulada: ;artefacto o patologia?
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Mujer de 38 anos diagnosticada de obesidad moér-
bida (IMC de 70,3 kg/m?) que acude al Servicio de Ur-
gencias por molestias gastrointestinales y refiere que
su orina es de color azul desde hace dos dias.

Desde el laboratorio intentamos averiguar las po-
sibles causas para dicha coloracion (Fig. 1). Tanto la
tira de orina como el sedimento no indican ningun
parametro anormal; no parece que la causa se deba a
un microorganismo. La decoloracion azul o verde-azu-
lada de la orina se debe con mayor frecuencia a ali-
mentos o aditivos alimentarios, como el azul brillante,
o medicamentos como el propofol, el metocarbamol,
etc. (1). Se reviso la medicacion y la alimentacion de
la paciente de las ultimas 24 horas y ninguna tine la
orina de azul.

En el ambito diagndstico y terapéutico se utilizan
también diversas sustancias colorantes como marca-
dores para la identificacion de espacios vasculares y
conductos fisioldgicos, pero esta causa se descarto.
Otras posibilidades podrian ser la infeccién por Pseu-
domonasy algunas enfermedades hereditarias, como

Figura 1 - Orina de aspecto verde-azulada. A. En vertical. B. En
horizontal. C. Hallazgos en el estudio elemental y del sedimento.
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la enfermedad de Hartnup, la indicanemia, la indica-
nuria y la hipercalcemia familiar (2). Se descartaron
todas ellas.

La paciente es portadora de un baldn intragastrico
(Bl) desde hace un ano aproximadamente. Los Bl estan
llenos de solucion salina tefida de azul, normalmente
azul de metileno. La tincion de la orina indica a la pa-
ciente que el Bl se ha roto y debe ir inmediatamente al
hospital para extraérselo antes de que migre y provo-
que una obstruccién intestinal. Los eventos adversos
graves que pueden resultar de un Bl incluyen perfora-

[Rev Med Lab 2024:5(3):111-112]

cion gastrica o esofagica, ulceracion gastrica, hiperin-
flamacion espontanea y pancreatitis aguda (3).
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El célculo Jackstone (CJ) constituye una forma in-
frecuente de litiasis vesical, caracterizada morfolo-
gicamente por una forma atipica de protuberancias
alargadas que recuerdan al juguete infantil Jacks (Fig.
1C). Aunque se describe comunmente en la literatura
veterinaria, el CJ sigue siendo una entidad de la que
se ha informado poco en humanos. La patogénesis
se considera multifactorial. La obstruccion vesical es

secundaria a hiperplasia benigna de prostata (HBP), la
causa primaria en la gran mayoria de los casos (1-3).
Presentamos el caso de un varén de 67 anos en se-
guimiento por HBP y sintomas del tracto urinario. En
una ecografia urinaria se identifican litiasis en grupos
caliciales inferiores del rinén derecho y del izquierdo,
una vejiga distendida con una lesion calcificada / li-
tiasis de 30 mm y una prdstata aumentada de tama-

Cc

Figura 1 - A. Imagen TC abdominopélvico B. Calculo Jackstone recibido en laboratorio. C. Similitud co el juguete infantil Jacks.
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no que supone un volumen aproximado de 160 cmé.
Posteriormente se realiza un TC de torax, abdomen y
pelvis con contraste yodado intravenoso que revela
nefrolitiasis bilaterales no obstructivas (la dominante,
de 24 mm) y una litiasis / lesidn calcificada vesical de
morfologia estrellada de 30 mm (Fig. 1A). Es interve-
nido de forma programada de adenomectomia pros-
tatica tipo Millin sin incidencias.

El CJ de 3 cm recibido en el laboratorio presenta
una superficie irregular, con multitud de pediculos
y protuberancias y color marréon oscuro con zonas
de marron claro (Fig. 1B). Es procesado por espec-
troscopia infrarroja y se obtiene un espectro acorde
a oxalato calcico monohidratado y fosfocarbonato
calcico.

[Rev Med Lab 2024;5(3):113-114]

El JC es una entidad rara y conocer su composicién
permite elegir el tratamiento adecuado, personalizar
la prevencién y detectar posibles enfermedades sub-
yacentes, lo que reduce la recurrencia.
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Los valores criticos, segun la definicion inicial de
Lundberg, son resultados de laboratorio cuyo retraso
de informacion al personal clinico podria generar un
riesgo real para el paciente. La correcta comunicacion
de los valores criticos es una buena practica de labo-
ratorio que puede disminuir la morbilidad y mortali-
dad, puesto que alerta al personal sanitario sobre si-
tuaciones del paciente, que no siempre se acompahnan
de sintomas y signos clinicos, y requieren una actitud
terapéutica inmediata. A pesar de existir bibliografia
con listados de valores criticos, no existe consenso en
todos los casos sobre los limites de aviso, ni en la via
de comunicacion a los facultativos clinicos. A partir de
esta situacion, cada laboratorio decide a partir de bi-
bliografia y/o consenso con los médicos prescriptores,

Correspondencia: Maria Eugenia Lopez Guio. Servicio de Andlisis Clinicos.
Hospital Nuestra Sefora de Sonsoles. Avda. Juan Carlos |, s/n. 05004 Avila
e-mail: melopezgu@saludcastillayleon.es

qué pruebas, qué valores o variacién de estos y en qué
situaciones deberian ser notificados.

Para conocer la situacion actual de los valores criticos
en el Laboratorio Clinico y con el objetivo de evaluar la
variabilidad en su definicion, documentacién, gestion,
evaluacion de comunicacion y las vias de notificacion
empleadas, el Comité de Calidad, Gestion, Seguridad y
Evidencia (CCGSE) de la Asociacién Espafnola de Bio-
patologia Médica-Medicina de Laboratorio (AEBM-ML)
realizé una encuesta, entre mayo y junio de 2023, di-
fundida a través de su web y abierta a todos los profe-
sionales del laboratorio clinico.

En la figura 1 se resumen los resultados de dicha en-
cuesta, cuyo informe completo se encuentra disponi-
ble en la web de la AEBM-ML.
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VALORES CRITICOS EN EL LABORATORIO
CLINICO: SITUACION ACTUAL

COMITE DE CALIDAD, GESTION, SEGURIDAD Y EVIDENCIA

Maria Elena Redin Sarasola, Amelia Fernandez Alonso, Maria Eugenia Lépez Guio, Ana Cosmen Sanchez, Lorena Sanmartin Fenollera, Daniel Pineda Tenor, Carmen Lorenzo Lozano, Félix
Gascoén Luna, Santiago Prieto Menchero, Enrique Prada de Medio, Laura Criado Gémez.

e I
INTRODUCCION

Los valores criticos, segun la definicién inicial de Lundberg G., son resultados de laboratorio, cuyo retraso de informacién al
personal clinico, podria generar un riesgo real para el paciente. La correcta comunicacién de los valores criticos es una buena
practica de laboratorio que puede disminuir la morbilidad y mortalidad, puesto que alerta al personal sanitario sobre situaciones
del paciente, que no siempre se acompafian de sintomas y signos clinicos y requieren una actitud terapéutica inmediata. A
pesar de existir bibliografia con listados de valores criticos, no existe consenso en todos los casos sobre los limites de aviso, ni
en la via de comunicacién a los facultativos clinicos. A partir de esta situacién, cada laboratorio decide a partir de bibliografia
y/o consenso con los médicos prescriptores, qué pruebas, qué valores o variacién estos y en qué situaciones deberian ser
notificados. Segun el Clinical and Laboratory Standards Institute(CSLI) de 2015 se distinguen:
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Patron AC-22 en inmunofluorescencia indirecta sobre células
HEp-2 en adenocarcinoma de colon con metastasis cerebral
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Varén de 73 anos que acude por afasia motora. El pa-
ciente relata clinica de 10 dias de evolucion con altera-
ciones sensitivas en miembro superior derecho, disminu-
cion de fuerza en mano derecha y dias después bradilalia,
alteraciones del habla con escasa fluidez y dismetria.
Aprecia pérdida de peso de unos 3 kg en una semana con
tendencia al sueno, lentitud motora y bradipsiquia.

Tras tomografia computarizada craneal y abddmi-
no-pélvico con contraste se objetivan lesiones cerebra-
les, adenopatias supraclaviculares y retroperitoneales.
Ante la sospecha de lesidén de origen neoplasico se so-
licitan, entre otras pruebas, anticuerpos anticelulares
por inmunofluerescencia indirecta (1).

El resultado fue positivo con un patrén sobre células
HEp-2 citoplasmatico granular (AC-22) y titulo 1/1280
(Fig. 1). El diagnédstico final fue de metdstasis cerebral
debida a adenocarcinoma primario de colon.

Correspondencia: Felipe de la Fuente Garcia. Area de Diagnéstico Bioldgico.
Hospital Universitario de la Ribera. Ctra. Corbera, km. 1.46600. Alzira Valencia
e-mail: delafuente_felgar@gva.es

El patrén AC-22 es raro en la poblacion general (2).
Se ha reportado en un pequeno grupo de pacientes
con una variedad de condiciones, incluyendo sin-
drome de Sjogren (SSJ), lupus eritematoso sistémi-
co (LES), artritis reumatoide (AR), ataxia cerebelar
idiopatica y degeneracion cerebelar paraneoplasica,
entre otras (3,4).

Los antigenos reconocidos incluyen giantina/macro-
golgina y distintas moléculas de golgina; aunque no
existen test comerciales para su deteccion (5). Debido
a un posible sesgo por los patrones de referencia, un
estudio concluyd que el patron AC-22 no esta asociado
clinicamente con enfermedad reumatica autoinmune
sistémica (ERAS) ya que solo hubo 1 diagndstico de
SSJ y 2 de AR de los 20 casos positivos para AC-22 en
un periodo de 10 anos. Los casos restantes mostraron
diversos diagnosticos incluyendo 2 carcinomas (3).
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La validaciéon de resultados en el ambito de urgen-
cias es clave para garantizar la calidad y la seguridad
en el laboratorio clinico. Este proceso verifica la con-
sistencia y la pertinencia clinica de los resultados antes
de su emision.

El objetivo de este articulo es evaluar los protocolos
de validacion implementados, las opiniones de los pro-
fesionales y las areas de mejora en laboratorios clini-
cos de urgencias a nivel nacional.

Se realiz6 una encuesta con 101 laboratorios partici-
pantes y se recogieron datos, entre otros, sobre practi-
cas de validacién, normas de calidad aplicadas y ges-
tion del POCT (Point-of-Care Testing).

La validacion facultativa o delegada es la practica
mas habitual. Solo el 11 % considera el proceso com-

pletamente controlado, mientras que el 80 % identifi-
ca areas de mejora. Las normas ISO 9000 e ISO 15189
predominan como estandares de calidad, aunque en
algunos casos no se sigue ningun estandar. En cuan-
to al POCT, un porcentaje significativo de laboratorios
senala deficiencias en su control y validacion. Las mo-
dalidades de guardia de presencia se valoran como las
mas seguras para los pacientes y el personal.

La validacion de urgencias presenta un desarrollo
heterogéneo, con necesidad de mayor estandarizacién
y control en procesos y herramientas tecnoldgicas. Se
requiere fortalecer la formacién en validacion delega-
da y garantizar la integracién de estandares de calidad
para mejorar la seguridad y eficiencia del laboratorio
clinico (Figs. 1-4).
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Figura 2 -
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Figura 3 -
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Figura 4 -

[Rev Med Lab 2024;5(3):121-126]



126 S. Prieto Menchero et al.

BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA
1. International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Med- 2. Prieto Menchero S. La validacion en el laboratorio de urgencias.

icine (IFCC). Laboratory quality management guidelines. Available Rev Med Lab 2023;4(1):1-3. DOI: 10.20960/revmedIab.00183
from: https://www.ifcc.org

[Rev Med Lab 2024:5(3):121-126]



~Revista pi-

MEDICINA e

LABORATORIO

www.revistamedicinadelaboratorio.es

Carta al Director

DOI: 10.20960/revmedlab.00247

Réplica al articulo: “Cristales de nitrofuratoina en orina”

Sr. Director:

Nos dirigimos a usted en relacion con el articulo titu-
lado "Cristales de nitrofurantoina en orina” publicado
recientemente en su revista (1).Tras leer el articulo con
detenimiento, hemos detectado un error en la identifi-
caciéon del tipo de cristales que consideramos impor-
tante senalar y corregir.

Los cristales urinarios identificados en el citado articu-
lo como de nitrofurantoina corresponden, en realidad,
a cristales de fosfato amoénico magnésico hexahidrata-

do (FAM) o estruvita. Varios motivos han podido llevar
a esta confusion. En primer lugar, la gran diversidad
morfoldgica de los cristales de FAM (Fig. 1) supone una
dificultad en su identificacion (2,3). En segundo lugar
el método utilizado en su identificacién (cromatografia
liquida de intercambio cationico) es inadecuado. Todo
parece indicar que la nitrofurantoina detectada podria
corresponder a la que se encuentra disuelta en la orina,
lo que no implica que los cristales observados corres-
pondan, inequivocamente, a este compuesto. Cuando
se presentan dudas en la identificacién de los cristales,

Figura 1-Variantes morfoldgicas poco frecuentes
de los cristales de fosfato amdnico magneésico.
Fotografia obtenida en campo claro (x400) en
la que se observan agregados de cristales de
fosfato amonico magnésico formando rosetas,
morfologia en pinza de gran tamano y forma
rectangular adherida a la misma.
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el método recomendado es la espectrometria de infra-
rrojo en el sedimento obtenido poscentrifugacion (2).

La nitrofurantoina es un farmaco de primera linea
en el tratamiento de la cistitis aguda no complicada y
su uso se ha asociado a cambios en la coloracion de
la orina, nefritis intersticial, pero no a la presencia de
cristaluria (3). A pesar de que algunas publicaciones la
citan como causa de cristaluria ninguna de ellas mues-
tra imagenes de la misma ni han realizado algun tipo
de estudio que permitan su identificacién inequivoca,
limitdndose, en todos los casos, a la sospecha clinica
(4). Por otro lado, dada la elevada solubilidad de la ni-
trofurantoina (5) se precisaria de dosis muy elevadas o
un cuadro de deshidratacion intenso que pudiese jus-
tificar, ni que fuese tedricamente, la sospecha de estos
cristales, pero en el articulo no existe ningun tipo de
informacion clinica al respecto.

Coincidimos con los autores sobre la importancia del
estudio de la cristaluria ya que permite detectar enfer-
medades genéticas potencialmente graves, nefropatias
cristalinas causantes de enfermedad renal cronica o de
fracaso renal agudo o predecir la recurrencia de la en-
fermedad litidsica. Aprovechamos la oportunidad para
remarcar la importancia de participar en programas de
control de calidad y de formacién continuada especifi-
cos para asi mejorar la identificacion de cristales en ori-
nay en consecuencia la atencidon a nuestros pacientes.

[Rev Med Lab 2024:5(3):127-128]
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