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Nuevo tiempo, nueva oportunidad

Con este primer numero empezamos nuestra andadura todos los que formamos parte del Equipo Editorial de la
Revista de Medicina de Laboratorio. Pretendemos que esta Revista cumpla con los requisitos que nuestra profe-
siéon demanda actualmente. En ella tendran cabida todos los articulos referentes al ambito del Laboratorio Clinico,
asi como temas relacionados directamente con el desarrollo de nuestra actividad tales como el profesionalismo y
la bioética. Queremos ser capaces de llegar a todo aquel que tenga una inquietud cientifica, por lo que nace como
una revista abierta y totalmente accesible, con espacios disponibles para poder incluir otros formatos de comuni-
cacion tales como entrevistas o podcast.

Desde el Equipo Editorial de la revista nos comprometemos a seguir todos los criterios de calidad que debe
cumplir una revista cientifica y a que el rigor cientifico marque nuestra actuacion, para poder poner a vuestra
disposicion informacién de interés para nuestro trabajo diario. Asimismo, nos comprometemos a que nuestra
actuacion editorial sea agil, para que los investigadores vean publicados sus trabajos en el menor tiempo posible.

Queremos expresaros nuestro agradecimiento a los autores que ya habéis confiado en nosotros y nos habéis
enviado vuestros trabajos y os animamos a todos a que nos hagais llegar articulos de interés, que sean relevantes
para el Laboratorio Clinico.

Aunque somos conscientes de que conseguir la indexacion de la revista no es tarea facil, pues son muchos los
factores que intervienen, este sera un objetivo que esta Direccidén tendrd como prioritario a medio plazo.

Fernando Bandrés, Maria del Rosario Caro,
Enrique Rodriguez, Vicente Morales

Directores de la Revista de Medicina de Laboratorio

ISSN (electrénico): 2660-7638 - ISSN (papel): 2660-7484 ©AEBM-ML (2020) - ®°AEFA (2020) - ®Aran Ediciones, S.L. (2020)
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El ano que no pudimos descansar / El anho que pusimos
en marcha la Revista de Medicina de Laboratorio

Cuando el tiempo pase, recordaremos el ano 2020 como el ano en que como profesionales sanitarios no pudi-
mos descansar y que como personas no pudimos abrazar a los amigos ni despedirnos de seres queridos.

La pandemia del COVID-19 esta marcando y marcara el préximo futuro profesional y social de todos nosotros y
de nuestras familias.

Recordaremos también que en este ano terrible pusimos en marcha la Revista de Medicina de Laboratorio. Una
revista que defiende por encima de todo la labor técnica y sobre todo profesional de los especialistas que com-
ponen el laboratorio clinico. Lo que nos define, como estamos demostrando en estos dias aciagos es el papel del
laboratorio integrado en la atencion al paciente.

En el ano 2008 se publico el primer nimero de la Revista de Laboratorio Clinico. Sustituia a las revistas de las
sociedades cofundadoras: Diagnodstico Bioldgico, Analisis Clinicos y Quimica Clinica.

En aquel momento los tres presidentes (1) consideraron que “sus objetivos y las caracteristicas, asi como los
intereses cientificos y profesionales de sus asociados, tienen mas en comun que las circunstancias geograficas,
estructurales e historicas que las diferencian”

Como fruto de esa vision comun se puso en marcha la celebracion de un unico Congreso Nacional que ha sido
un éxito absoluto desde entonces y cuya celebracidn en Zaragoza este ano 2020 esperamos que cumpla de nuevo
las expectativas.

Quedaba “claro que esta unificacion de congreso y revista no traera consigo la pérdida de la personalidad propia
de cada una de las sociedades. Las tres mantendremos, complementaremos y ampliaremos, en la medida de lo
posible, otras muchas actividades encaminadas a la formacion continuada y al desarrollo profesional de sus aso-
ciados, asi como otros objetivos recogidos en nuestros respectivos estatutos”.

En el nimero inicial la editorial de Felip Antonja (2) la definia claramente “como herramienta de comunicacion
cientifica, su objetivo es la transmision de los avances en el conocimiento y la difusion de los beneficios que las
nuevas tecnologias aportan al laboratorio clinico. Pero, ademas, sus editoriales, revisiones, articulos originales,
notas técnicas, documentos, cartas y otras formas de expresion han de contribuir a la discusion entre colegas,
el fomento de la capacidad critica, la ayuda en las pequenas decisiones cotidianas y también en las decisiones
estratégicas importantes, sin olvidar, en lo posible, el debate ético y la mirada hacia los grandes retos del futuro.

Y terminaba indicando que “es inevitable ahora mirar hacia atras: se han cerrado tres revistas con una historia
muy digna y es justo reconocer las horas de dedicacion altruista de quienes han tenido la responsabilidad de su
confeccion. Se merecen el homenaje mas respetuoso y el agradecimiento sincero”

La historia se repite, a veces mas feliz, a veces mas amarga. Con el cierre no deseado por nosotros de la Revista
del Laboratorio Clinico, desaparece una publicacidn con una historia muy digna, y es justo reconocer la dedicacién
y el tesén de cuantos formaron parte de ella desde sus directores Felip Antoja y Jesus Molano, a sus consejos
editoriales y a cuantos autores depositaron en ella su confianza. A todos ellos nuestra mayor gratitud.

El lanzamiento de una nueva revista es siempre un desafio financiero y humano, pero en nuestro caso pensamos
que era nuestra obligacion como presidentes de AEBM-ML y AEFA mantener el espiritu de un érgano de expresion
cientifica comun de los especialistas de laboratorio.

El objetivo de la nueva revista debe ser la revisién, actualizacion y difusidon de todos aquellos aspectos cientificos
y profesionales que interesan a los especialistas del laboratorio clinico.

ISSN (electrénico): 2660-7638 - ISSN (papel): 2660-7484 ©AEBM-ML (2020) - ®°AEFA (2020) - ®Aran Ediciones, S.L. (2020)
Rev Med Lab 2020;1(1):2-3 ©Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-SA (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/).



A. Rider Pérez y S. Prieto Menchero

Por tanto, la nueva revista Revista de Medicina de Laboratorio sera plural y abierta, en ella tendra cobijo cual-
quier disciplina relacionada con el laboratorio clinico. Tiene que ser util para el trabajo de los profesionales,
cientificamente robusta y transparente en sus objetivos.

Las revistas cientificas ofrecen una labor de comunicacién entre los profesionales de la salud esencial, prove-
yendo al profesional de la medicina de laboratorio de nuevas ideas, métodos y tecnologias, herramientas sin las
cuales es imposible ofrecer a la sociedad una medicina de calidad y personalizada que es la que precisan y de-
mandan nuestros pacientes.

Pero no estan a salvo de las criticas (3,4), todos hemos tenido conocimiento de escandalos que dejan en en-
tredicho a muchas revistas cientificas, incluso de gran prestigio, que se ven obligadas a retractarse de dudosos
estudios cientificos. Ello es debido en gran parte a la mercantilizacion, la competicidn y la clasificacion elitista que
se produce por parte de autores y revistas. En ocasiones lo que predomina son las palabras articulo, impacto y
financiacion. Las publicaciones pierden asi la reflexion critica y como consecuencia siembran la desconfianza entre
los propios profesionales y finalmente entre la sociedad en general.

Por ello Revista de Medicina de Laboratorio debe ser la expresion cientifica y profesional de los especialistas que
trabajan en el dia a dia del laboratorio, de sus problemas y éxitos, lejos de todo interés espurio o supremacista.

Y para alcanzar esta excelencia, tanto AEFA como AEBM-ML ofrecieron y encontraron respuesta positiva y entu-
siasta a las diferentes sociedades autondmicas integradas en SOCILAB-ML la posibilidad de trabajar todas juntas
en esta nueva aventura editorial.

Asi, y de momento, ACLAC, ANCLEX, AVELAC, LABCAM, SANAC y SCLAC se unen en este proyecto a AEBM-ML
y AEFA, enriqueciéndolo con su cercania, conocimientos e inquietudes y completando lo que sera sin duda una
gran revista, que empieza su andadura en 2020.

La cancelacion unilateral e imprevista de la Revista del Laboratorio Clinico -incluso de su cabecera- por parte de
SEQCML planteo a las juntas de AEBM-ML y de AEFA un desafio. Pero eso ya forma parte del pasado, nuestros
objetivos son de unién que son los que fortalecen y engrandecen a las entidades y por supuesto a las personas.

Desde una pandemia hasta una nueva revista, hacer de las amenazas oportunidades es una manera de encarar
el futuro, la profesion y la vida.Y en ello estamos.

A todos los que de manera altruista y desinteresada han tomado la responsabilidad de su confeccién, nuestro
agradecimiento mas sincero y el convencimiento de que el proyecto sera un gran éxito.

Antonio Rider Pérez' y Santiago Prieto Menchero?
"Presidente AEFA. ?Presidente AEBM-ML
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Resumen

Introduccion: la inmunofijacién en orina (IFo) es el procedimiento de ruti-
na mas sensible y especifico para la deteccion e identificacion de la protei-
nuria de Bence-Jones (PBJ). El propodsito de nuestro estudio fue establecer
unos puntos de corte del cociente Kt/Lt para confirmar la existencia de
PBJ y realizar un algoritmo para disminuir el nimero de IFo a realizar.

Material y métodos: se’seleccionaron 763 IFo de las realizadas entre los
anos 2005 y 2017 en el Area de Salud de Badajoz.

Resultados: 225 orinas presentaron un cociente Kt/Lt < 0,7 o > 8. En to-
das las IFo fue positiva. Con un cociente Kt/Lt comprendido entre 0,7 y
8, encontramos 495 orinas; en 59 de ellas, la IFo fue positiva; la mayo-
ria (76,27 %) presentaron una electroforesis de proteinas séricas (EFs)
sospechosa de proteina monoclonal (PM) e inmunofijacién sérica (IFs)
positiva.

Conclusiones: un cociente Kt/Lt < 0,7 o > 8 presenta un valor predictivo
positivo (VPP) del 100 % para diagnosticar una PBJ. Un cociente Kt/Lt
entre 0,7-8 y EFs no sospechosa de PM, IFs no detectable o una concen-
tracion de Kt en orina < 7,1 mg/l y de Lt < 3,9 mg/l, excluyen una PBJ von
un valor predictivo negativo (VPN) del 98,2 %, 974 % y 96,4 % respecti-
vamente.

Conflicto de intereses: los autores declaran no tener ningtn conflicto de interés. DOI: 10.20960/revmedlab.00012

Loépez Gomez JM, Sacristan Enciso B, Rodriguez Herndndez M, Gémez Vera S. Algoritmo para el cribado de la proteinuria de Bence
Jones en el laboratorio. Rev Med Lab 2020;1(1):4-9
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Keywords:
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Abstract

Introduction: immunofixation in urine (olFE) is the most sensitive and spe-
cific routine procedure for the detection and identification of Bence-Jones
proteinuria (BJP). The purpose of our study was taking into account the
quotient Kt/Lt ratio in urine, establish some cut-off points to confirm the
existence of BJP and perform an algorithm, to reduce the number of olFE
to be performed.

Material and methods: we selected 763 olFE immunofixation in urine per-
formed between 2005 and 2017 at the Health Area of Badajoz.

Results: 225 urine samples showed a Kt/Lt ratio < 0.7 or > 8. All olFE was
positive. With a Kt/Lt ratio between 0.7 and 8, there were 495 urine, in 59
the olFE was positive. Most of them (76.27 %) presented an SPE that were
suspicious of monoclonal protein (MP) and serum immunofixation (sIFE)
positive.

Conclusions: a Kt/Lt ratio < 0.7 or > 8, predicts a BJP with a positive predic-
tive value of 100 %. In the case of urine with a Kt/Lt ratio in urine between
0.7-8, an serum protein electrophoresis (SPE) nor suspicious of MP, a sIFE
not detectable in case of suspicion of MP in, or a concentration of Kt and
Ltin urine <7.1 mg/L and < 3.9 mg/L, exclude a PBJ with a negative predic-

tive value of 98.2 %, 97.4 % and 96.4 %, respectively.

INTRODUCCION

La electroforesis de proteinas séricas (EFs) constitu-
ye, por norma general, el primer paso en la busqueda
de una proteina monoclonal (PM), seguida de la rea-
lizacion de una electroforesis de proteinas urinarias
(EFo). En el caso de sospecharse una PM, se realiza una
inmunofijacion sérica (IFs) o urinaria (IFo) que permi-
te identificar el isotipo de inmunoglobulina implicada,
con su posterior cuantificacion (1,2). La finalidad del
estudio analitico de una PM en orina, radica en detec-
tar e identificar la presencia de cadenas ligeras libres
Kappa o Lambda (PBJ) de inmunoglobulinas monoclo-
nales o sus fragmentos, de un clon que prolifera (3,4).

La excrecion de PBJ tiene un significado tanto diagnos-
tico como prondstico importante. Deben investigarse en el
diagnostico y seguimiento de las gammapatias monoclo-
nales de significado incierto (GMSI) (5), mieloma multiple
(MM), especialmente en el mieloma de cadenas ligeras,
macroglobulinemia de Waldestrom, linfomas, amiloidosis
AL y enfermedad por depdsito de cadenas ligeras (4,6).

La concentracién en orina de la PBJ varia amplia-
mente y depende esencialmente de la masa tumoral,
la funcion renal, y las caracteristicas moleculares de
la proteina. Una concentracion en orina de la cadena
afectada superior a 0,2 g/L indica habitualmente una
proliferacion maligna de células B como el MM. Con-
centraciones inferiores a 0,1 g/L se pueden encontrar
en MM tratados con respuesta parcial, en el 25 % de los
casos de GMSI, amiloidosis AL, enfermedad por depo-
sito de cadenas ligeras, neoplasias proliferativas de cé-
lulas B (especialmente en la leucemia linfoide croénica),
y en el linfoma no-Hodgkin (7).

La IFo es el procedimiento de rutina mas sensible y
especifico para la deteccion e identificacion de la PBJ
(8-11). No obstante, debido a la laboriosidad, el coste
del procedimiento y el moderado porcentaje de resul-
tados positivos sobre la demanda, es conveniente la
utilizacion de procedimientos de cribado de las peticio-
nes (12).

Métodos inmunoquimicos como la nefelometria o
turbidimetria pueden ser usados para la deteccion de
PBJ como cribado inicial. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que la cuantificacion puede ser no fiable en
los casos de elevadas concentraciones de antigenos,
ademas de que los antisueros no identifican la clona-
lidad de las cadenas ligeras y frecuentemente la PBJ
coexiste con cadenas ligeras libres policlonales, como
ocurre en lesiones tubulares renales (13) y los méto-
dos inmunoquimicos en fase liquida no permiten iden-
tificar la monoclonalidad de las cadenas ligeras. Sin
embargo, como la cadena afectada estara elevada con
respecto al componente policlonal, un cociente Kappa/
Lambda en orina alterado permite sospechar la presen-
cia de PBJ (7,12,14,15). Basandonos en un cociente (Kt/
Lt) alterado, han sido propuestos diferentes puntos de
corte en orina como cribado, para disminuir la realiza-
cion de IFo (12,14,16).

Teniendo en cuenta que la EFs constituye el primer
paso en la busqueda de la PM, y que aproximadamente
el 67 % de los pacientes con una PM en suero excretan
PBJ en orina (17), el objetivo de nuestro estudio fue esta-
blecer un punto de corte y realizar un algoritmo basado
en el cociente Kt/Lt en orina, EFs e IFs que pueda contri-
buir a mejorar el rendimiento diagndstico del cribado de
la PBJ, disminuyendo el nimero de IFo a realizar.

[Rev Med Lab 2020:1(1):4-9]
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MATERIALY METODOS
Poblacion estudiada

Se traté de un estudio observacional, descriptivo y
retrospectivo donde se revisaron las IFo realizadas en-
tre los anos 2005 a 2017 en el Hospital Universitario de
Badajoz y su Area de Salud. Se seleccionaron las IFo
correspondientes a 763 pacientes a las que ademas se
habia solicitado EFs, IFs y cuantificacién de cadenas Kt
y Lt en orina. Para la realizacion de este estudio se ob-
tuvo la aprobacién del Comité Etico del Hospital.

Al 99,9 % de estos pacientes se les habia solicitado
una EFs o IFs en la misma peticion que la IFo en dias
anteriores. Clasificamos estos 763 pacientes en 3 gru-
pos:

1. EFs no sospechosa de PM (NSPM) (238).

2. EFs sospechosa de PM (SPM) (414).

3. Pacientes con MM diagnosticados que estaban en

diferentes fases de respuesta al tratamiento (111).

Se considerd una EFS no sospechosa cuando se ob-
servo un patron normal o un patrén policlonal perfec-
tamente definido.

Se considerd una EFs sospechosa en los siguientes
casos:

— Cuando se observé un pico alto y delgado de mas

o0 menos altura, en la regidn gamma o en la beta,
y mas rara vez, en la region de la globulina alfa 2
(18).

— Cuando coexisten pequenos picos semiocultos
coincidiendo en las fracciones beta o gamma glo-
bulinas (18,19).

— Cuando se objetiva hipogammaglobulinemia (20).

Obtencion de las muestras

Las muestras séricas fueron extraidas entre las 8-10
horas de la manana, obteniéndose el suero por centri-
fugacion a 3000 rpm durante 5 minutos. La EFs se reali-
z6 la misma manana. La IFs fue realizada tras conservar
las muestras séricas 24 horas a 4 °C.

La cuantificacion de Kappa y Lambda se realizo en
orina de 24 horas, en la misma manana de la recep-
cion, tras centrifugarse a 3000 rpm durante 10 minutos
(20,21). Se congelo una alicuota a -20 °C sin conservan-
tes hasta el momento de la realizacién de la IFo. Debido
a que el limite de deteccion minimo de la IFo para las
cadenas ligeras era de 3 mg/l con los antisueros anti-Kt
y anti-Lt, todas las orinas con una concentracion de Kt
y Lt totales < 25 mg/l fueron concentradas 100 veces,
con concentradores minicon B15 (Merck Millipore LTD).

Métodos analiticos
La EFs fue realizada usando un sistema de electrofo-

resis capilar, CAPILLARYS 2 (Sebia, Paris-Francia). Las
IFs e IFo se realizaron en el sistema semiautomatico

[Rev Med Lab 2020;1(1):4-9]

Hydrasis (Sebia, Paris-Francia), siguiendo el protocolo
de trabajo establecido por Sebia para la realizaciéon de
las IFs e IFo en el gel de agarosa (Hydragel 2/4 IF e Hy-
dragel 2/4 IF BJ).

La cuantificacion de cadenas ligeras totales en orina
se realizé por nefelometria en un autoanalizador BN
Prospec (Siemens, Marburg-Alemania), utilizando los
reactivos N Antisera to Human Immunoglobulin/Ky N
Antisera to Human Immunoglobulin/L (Siemens), con
una sensibilidad de 7,1 mg/l y de 3,9 mg/l respectiva-
mente.

Métodos estadisticos

El analisis estadistico fue realizado usando la hoja de
célculo Excel (Microsoft Office Software) y el programa
estadistico SPSS (20.0) para Windows.

Se utilizaron curvas de eficacia diagnostica receiver
operating characteristic (ROC) para establecer los pun-
tos de corte mas adecuados en funcién de la sensibili-
dad y especificidad.

RESULTADOS

El rango de normalidad calculado para el cociente Kt/
Lt se situo entre 0,75-3,86.

Al realizar la curva ROC (Fig. 1), se eligio un cociente
Kt/Lt > 8 para detectar una PBJ Kappa, y < 0,7 para de-
tectar una PBJ Lambda, con una sensibilidad del 61 %
y 100 % y una especificidad del 55 % y 34,8 % respec-
tivamente.

De las 763 orinas, 225 presentaron un cociente Kt/Lt
< 0,7 o > 8, todas con IFo positiva (68 de ellas corres-
pondian al grupo de MM en diferentes fases de trata-
miento). Este cociente detecté una PBJ con un valor
predictivo positivo (VPP) del 100 % (Tabla I).

Con un cociente Kt/Lt comprendido entre 0,7-8, se en-
contraron 495 orinas, ninguna perteneciente a MM en
tratamiento. De estas 495 orinas, 226 (45,45 %) mostra-
ron una EFs NSPM, presentando todas IFs no detecta-
ble. Las 269 restantes (54,54 %), tuvieron una EFs SPM.
De estas, 119 presentaron una IFs no detectable y en
150 la IFs objetivo una PM. De estas 495 orinas, 59 pre-
sentaron PBJ (Fig. 2).

De estas 59 orinas con PBJ, 45 (76,27 %), presenta-
ron una EFs sospechosa de proteina monoclonal (PM),
IFs positiva y Kt en orina > 7,1 mg/l y Lt > 3,9 mg/l (Ta-
bla II).

En la tabla Ill podemos observar la probabilidad de
diagnostico de una PBJ teniendo en cuenta una EFS
SPM, una EFs positiva o una concentracion de kt en
orina > 7,1 mg/l y Lambda total > 3,9 mg/I.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se pro-
puso un algoritmo para cribar las posibles PBJ y dismi-
nuir el nimero de IFo a realizar (Fig. 3).
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Figura 1 - Curvas de eficiencia diagndstica (ROC) para el cociente Kappa total/Lambda total para la deteccion de proteinuria de Bence-
Jones (AUC: area bajo la curva).

Tabla I.

Valor predictivo positivo (VPP) para detectar proteinuria de Bence-Jones (PBJ) con unos valores
discriminantes para Kt/Lt en orina<0,70> 8

Sensibilidad % Especificidad % VPP % VPN %

Kt/Lt < 0,7 o > 8 identifica PBJ con respecto

a la poblacion total 66,5 100 100 85,7

Kappa total orina / Lambda total orina >0,7-<8
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Figura 2 — Proteinuria de Bence Jones en orinas con cociente Kt/Lt 0,7-8 (PBJ Kappa: proteinuria de Bence Jones tipo Kappa; PBJ
Lambda: proteinuria de Bence Jones tipo Lambda; NPBJ: no proteinuria de Bence Jones).
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Tabla II.

Distribucion de las 59 PBJ con cociente Kappa total/Lambda total 0,7-8

Orinas Kt/Lt0,7 -8

Grupos Total (495) PBJ (59) % PBJ respecto total de su grupo % PBJ respecto total PBJ (59)
EFs NSPM 226 4 1,76 6,77
EFs SPM + IFs ND 119 5 4,2 8,47
EFs SPM + IFs positiva +
67 5 74 8,47
Kt<71 mg/ly Lt < 3,9 mg/l
EFs SPM + IFs positiva + 83 45 54,2 76,27

Kt>71 mg/ly Lt > 3,9 mg/l

PBJ: proteinuria de Bence Jones. EFs NSPM: electroforesis de proteinas séricas no sospechosa de proteina monoclonal. SPM: sospecha de proteina monoclonal. IFs:
inmunofijacion sérica. ND: no detectable. Kt: Kappa total orina. Lt: Lambda total orina.

Tabla IlI.

Probabilidad de diagndstico de la PBJ (proteinuria de Bence-Jones), teniendo en cuenta una EFS SPM

(electroforesis de proteinas séricas sospechosa de proteina monoclonal), IFs (inmunofijacion sérica)
o Kappa total en orina > 7,1 mg/l y Lambda total en orina > 3,9 mg/I

Kt/Lt>0,7-<8 Sensibilidad  Especificidad VPP VPN
(%) (%) (%) (%)
EFs SPM 92,9 50,6 19,6 98,2
IFs detectable 88 % 775 34,6 979
EFS SPM + IFs detectable 93,2 51,14 20,4 98,2
4

Kappa total > 7,1 mg/l y Lambda total > 3,9 mg/I 91,5 32,8 15,8 96
EFs SPM + Kt > 71 mg/dL y Lt > 3,9 mg/dL 100 17,8 14,1 100
IFs detectable + Kt > 71 mg/dL y Lt > 3,9 mg/dL 100 22,4 14,8 100
EFs SPM + IFs detectable + Kt > 7,1 mg/l y Lambda > 3,9 mg/I 100 178 14,1 100

Cribado proteinuria
de Bence Jones

'

EFs
—
No sospecha de PM Sospecha de PM
Kt/h\t Kt/At
0,7-8 <0,70>8 0,7*-8 <0,70>8
IFs
«—
[Fs ND [Fs PM
-«

Kt<1mg/Ly Kt>7,1 mg/Lo
M < 3,9:mg/L At > 3,9:mg/L

 /  / v v  /

NPBJ PBJ NPBJ NPBJ IFo PBJ

Figura 3 — Algoritmo para cribado de proteinuria de Bence Jones (PBJ) (EFS: electroforesis de proteinas séricas; Kt: Kappa total orina;
At: Lambda total orina. IFs: inmunofijacion sérica; ND: no detectable; PM: proteina monoclonal; NPBJ: no proteinuria de Bence Jones).
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DISCUSION

Aunque en el laboratorio de analisis clinicos, la IFo
es el método mas sensible y especifico para identifi-
car una PBJ, en la practica diaria, se utilizan diferentes
puntos de corte para el cociente Kt/Lt con el objetivo
de disminuir el niumero de IFo a realizar. Sin embargo,
estos puntos de corte plantean problemas; con resul-
tados obtenidos por encima o por debajo de ellos, en-
contramos falsos positivos, y de la misma forma, con
valores obtenidos entre estos puntos de corte encon-
tramos resultados falsos negativos.

Entre los diferentes autores, algunos se centran mas
en establecer unos puntos de corte a partir de los cuales
se pueda diagnosticar una PBJ, como Boege y cols., que
usando un punto de corte < 1 0 > 5,2 refieren una sen-
sibilidad del 100 % y una especificidad del 98,6 % para
detectar MM con PBJ (16). Sin embargo, en nuestro es-
tudio, para valores comprendidos entre 1-5,2 encontra-
mos 479 orinas, 42 (8,76 %) de ellas con IFo positivas.

Otros autores, se centran mas en descartar una PBJ.
De esta forma, Levinson y cols. propusieron un punto
de corte entre 0,75-3,1, no encontrando PBJ dentro de
este intervalo (14). En nuestro estudio de 424 orinas
con cociente entre 0,75-3,1, encontramos 32 (75 %) IFo
positivas dentro de este intervalo.

También Bergon y cols. proponen que con un punto
de corte entre 1-2,8, se descarta el 68,2 % de las investi-
gaciones de PBJ en especimenes con proteinuria pato-
I6gica (12). Entre 1-2,8 de 390 orinas, 22 (5,6 %) tuvieron
IFo positiva, de ellas 7 presentaron microalbuminura, 6
macroalbuminuira y 2 proteinuria en rango nefrético.

En nuestro estudio, con un cociente Kt/Lt < 0,7 0 > 8,
59 orinas tuvieron PBJ.

Una EFs NSPM, una IFs no detectable en el caso de
EFs SPMy una concentracién de Kty Lt <71 mg/l y < 3,9
mg/l presentaron unos VPN del 98,2 %, 979 % y 96,4 %
para descartar una PBJ, llegando al 100 % si estas ori-
nas presentaban una concentracion de Kty Lt < 7,1 mg/I
y < 3,9 mg/l junto a una EFs NSPM o IFs no detectable.

Por tanto, tal y como muestra el algoritmo, dentro del
intervalo Kt/Lt entre 0,7 y 8, aquellas orinas que pre-
sentaran EFS SPM, IFs positivay Kt >71 mg/ly Lt > 3,9
mg/l seria necesario realizarles IFo para descartar PBJ,
en nuestro estudio, al 15,9 % del total.

CONCLUSIONES

Un cociente Kt/Lt < 0,7 o > 8 nos permite poner de
manifiesto una PBJ en el 100 % de orinas no diagnos-
ticadas de MM.

Una EFS NSPM, una IFs no detectable en el caso de
EFs SPM o una concetracion de Kt <71 mg/l y Lt < 3,9
mg/l, nos descarta una PBJ con unos VPN del 98,2 %,
97,9 % y 96,4 %, respectivamente.

La realizacion de IFo para realizar un cribado de PBJ
en orinas con cociente Kt/Lt comprendido entre 0,7-8,
se le debe de realizar a aquellas orinas que presenten
una EFS SPM, IFs positiva y Kt > 7,1 o Lt > 3,9 mg/I.
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La infeccién por VIH-1 supone el 98 % de casos a nivel mundial. Se ca-
racteriza por su enorme diversificacion y rapida evolucién, marcada por
una distribucién geograficamente definida de varios virus genéticamente
distintos. El VIH-1 pandémico actual esta filogenéticamente dividido en
4 grupos: M, N, O y P. Solo el grupo M (9 subtipos y mas de 98 formas
recombinantes circulantes, —-CRFs- en inglés) se ha diseminado a lo largo
de Africa y al resto de continentes, siendo la distribucion de subtipos y
CRFs heterogénea (CRF02_AG es el mas prevalente en Camerun). Den-
tro de algunos subtipos, la elevada variacién genética ha derivado en la
clasificacion de sub-subtipos, en constante actualizacion. El subtipo mas
predominante en Europa es B, responsable de un 66 % de los casos y de
un 11 % a nivel mundial y es del que mas informacion se dispone y frente
al que se han disenado la mayoria de farmacos antirretrovirales (ARV). La
emergente diversidad genética y dinamismo del VIH-1 precisa de constan-
te monitorizacién, representando un reto para un 6ptimo diagnédstico y
tratamiento. Diferentes métodos diagnosticos estan disponibles para es-
tudio de resistencias a ARV asi como para determinar el tropismo del vi-
rus, fundamental para pautar Maraviroc (potente alternativa con escasas
resistencias). Los métodos genotipicos son de eleccion para ambos pro-
poésitos aunque en la determinacion de resistencias tienen mas valor para
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detectar resistencia que para predecir sensibilidad. Los mas empleados
para la deteccion del tropismo viral son WebPSSM y Geno2Pheno-(G2P)
siendo el algoritmo G2P con una tasa de falsos positivos del 5 % el que
podria facilitar una prediccion fiable en la practica clinica.

ABSTRACT

HIV-1 infection accounts for 98 % of cases worldwide. It is characterized by
its enormous diversification and rapid evolution, marked by a geograph-
ically defined distribution of several genetically distinct viruses. The cur-
rent pandemic HIV-1 is phylogenetically divided into 4 groups: M, N, O and
P. Only the M group (9 subtypes and more than 98 circulating recombinant
forms —-CRFs-) has spread throughout Africa and the rest of continents,
the distribution of subtypes and CRFs being heterogeneous (CRF02_AG
is the most prevalent in Cameroon). Within some subtypes, the high ge-
netic variation has led to the classification of sub-subtypes, constantly
updated. The most predominant subtype in Europe is B, responsible for
66 % of cases and 11 % worldwide and for which the most information is
available and against which most antiretroviral drugs (ARD) are designed.
The emerging genetic diversity and dynamism of HIV-1 requires constant
monitoring, representing a challenge for optimal diagnosis and treatment.
Different diagnostic methods are available to study resistance to ARD as
well as to determine the tropism of the virus, essential to guide Maraviroc
(a powerful alternative with little resistance). Genotypic methods are of
choice for both purposes, although in resistances determination they have
more value to detect resistance than to predict sensitivity. The most used
for viral tropism detection are WebPSSM and Geno2Pheno-(G2P), being
the algorithm G2P with 5 % false positive rate which could provide a relia-
ble prediction in clinical practice.

INTRODUCCION

fundamental en el trabajo clinico-asistencial e impera-
tiva en el caso de pacientes con fracaso virolégico. En

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) con-
tinda siendo responsable de una de las enfermeda-
des mas devastadoras de la historia de la humanidad
y causa mas de 37 millones de infecciones, segun los
datos mas recientes de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) (1). Pertenece a la familia Retroviridiae,
género Lentivirus y existen dos tipos de VIH: VIH-1 y
VIH-2. La infeccion por el VIH-1 es la mas prevalente y
supone el 98 % de los casos totales que existen en el
mundo. No se tiene tanta informacion del VIH-2, enfer-
medad similar pero de evolucion mucho mas lenta y
benigna, que se limita casi exclusivamente a determi-
nadas zonas de Africa Occidental. Durante los Gltimos
30 anos, el VIH-1 ha evolucionado a diferentes subtipos
e incluso sub-subtipos hasta convertirse en una epide-
mia altamente heterogénea estructurada en multiples
subepidemias, cada una de ellas influenciada por fac-
tores biologicos, conductuales y culturales (2-4). En los
laboratorios de Analisis Clinicos y Microbiologia, la de-
terminacion de resistencia genotipica del VIH-1 frente a
farmacos antirretrovirales (ARV), asi como la determi-
nacion de su tropismo (en caso de instaurar tratamien-
to con un antagonista de los correceptores CCR5), es

este sentido, las nuevas técnicas de biologia molecular,
secuenciaciéon masiva y el apoyo de practicas y fiables
herramientas bioinformaticas son cruciales para faci-
litar esta labor a los facultativos especialistas. Asimis-
mo, estas técnicas y herramientas estan en constante
actualizacion, adaptacion y evolucién, de manera que
se requiere una puesta al dia en las mismas.

EPIDEMIOLOGIA

Genéticamente, el VIH-1 se caracteriza por su enorme
diversificacion y rapida evolucion (5). El VIH-1 pandé-
mico actual esta filogenéticamente dividido en 4 gru-
pos diferentes denominados M (“main” o principal por
su mayor prevalencia), N (no-M/no-0), O (atipicos) y
el mas reciente P (6-8). La recombinacion genética pa-
rece ser un factor importante en dicha diversificacion
genética (9). Ademas, a pesar de la fuente viral comun,
los grupos VIH-1 mostraron patrones diferenciales de
propagacion en todo el mundo (10-12). Los virus perte-
necientes a los grupos N, O, y P estan principalmente
restringidos a Camerun y paises aledanos, aunque se
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han detectado algunas de estas variantes fuera de esta
region (10,13). Por el contrario, los virus grupo M se
han diseminado de manera pandémica y son respon-
sables de la mayoria de casos de infeccion por VIH a
nivel mundial. Actualmente, el grupo M epidémico esta
formado a su vez por 9 subtipos (A, B, C, D, F G, H,
J, K) y méas de 98 formas recombinantes (http://www.
hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html).
Solo el VIH-1 grupo M se ha diseminado a lo largo de
Africa y a todos los otros continentes, siendo la dis-
tribucion de sus subtipos y Circulating Recombinant
Forms (CRFs) heterogénea. Dentro de algunos subiti-
pos, la elevada variacion genética ha derivado en la
clasificacion de sub-subtipos. Asi, el subtipo A ha sido
subdividido en A1, A2, A3, A4, A5, A6 y el mas reciente
descubierto el A7; el subtipo D en D1, D2, D3y el F en
F1y F2 (6,14-16). Esta elevada tasa evolutiva asociada
especialmente a los subtipos dentro del grupo M del
VIH-1, puede afectar al desarrollo de la pandemia, de
modo que ha sido posible su utilizacion como poten-
te marcador epidemioldgico para rastrear el curso de
la misma. Sin embargo, a pesar del uso potencial de
las diferencias genéticas evolutivas como marcador en
estudios epidemioldgicos sobre el origen y la disemi-
nacion de la pandemia, no esta claro si estas variantes
genéticas influyen en el resultado clinico de la infec-
cion por VIH-1 (17). Algunos estudios sugieren que el
subtipo viral puede afectar a la transmisién, progresion
de la enfermedad y la tasa evolutiva, y ademas puede

afectar potencialmente a la resistencia a los farmacos
antivirales (18-22). El subtipo mas frecuente en Europa
es el B, responsable de aproximadamente un 66 % de
todos los casos (23) y de un 11 % a nivel mundial (24);
es, ademas, del que mas informacién se dispone ac-
tualmente y frente al que se han disefado la mayoria
de los farmacos antirretrovirales (25). Hasta la fecha,
se han detectado 4 variantes genéticas diferentes del
subtipo B: subtipo B’, que circula principalmente en
Thailandia y otros paises asiaticos; una variante espe-
cifica hallada primordialmente en Trinidad y Tobago;
la variante GPGS, descrita primariamente en Corea; y
la variante GWGR, detectada principalmente en Brasil
(24). Estas variantes representan subclados bien esta-
blecidos del subtipo VIH-1 que circulan en regiones es-
pecificas alrededor del mundo (19,26-29).

La vigilancia constante de las variantes virales emer-
gentes de subtipos no B es critica para asegurar que
las pruebas sanguineas de cribado y diagndsticas de-
tectan todas las infecciones independientemente de la
cepa o localizacion geografica. En un estudio realizado
en el sur de Camerun (30) la caracterizacion molecular
de 555 muestras de VIH-1 identificé gran diversidad: 7
subtipos, 12 CRFs, 6 no clasificados, 24 grupo O y 2
grupo N. Otro estudio, analizando esta vez el noroes-
te de Camerun (14), concluyé que CRF02_AG era el
mas prevalente y ademas podria tener importantes
consecuencias clinicas y de salud publica. Dentro de
los CRFs descritos, el VIH-1 CRFO1_AE recombinante
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Figura 1 - Distribucion global de los principales subtipos de VIH-1y CFRs. Modificado de Bbossa N, et al. HIV subtype diversity world-
wide. Curr Opin HIV AIDS 2019, 14:153-60 usando como fuente: map-menu.com.
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es dominante en Asia (Fig. 1) donde la prevalencia es
del 84 % y ha contribuido hasta un 4,6 % del total de
infecciones VIH-1 en términos de distribuciéon mundial
(31). En algunos paises europeos, el CRFO1_AE fue el
segundo mayor recombinante entre los subtipos VIH-1
no B después de CRF02_AG recombinante (32,33). Va-
rios estudios subrayan la elevada prevalencia de tro-
pismo X4 para CRFO1_AE recombinante asociado con
una posible rapida progresion de la enfermedad (34).
Epidemiolégicamente, existen intrigantes diferen-
cias en la distribucion de los casos VIH y/o sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) entre distintos
grupos de riesgo en Europa (35). En Europa Occidental
y Central los hombres que tienen sexo con hombres
(HSH) son el principal grupo de pacientes infectados
(40,7 % y 28,3 % de los casos, respectivamente frente a
un 4,4 % en Europa Oriental), mientras que la mayoria
de los casos en Europa Oriental son usuarios de dro-
gas inyectables (22,1 % frente a 3,1 % y 2,5 % en Eu-
ropa Occidental y Central, respectivamente) (HIV/AIDS
surveillance in Europe 2019) (36) (Tabla I). En cuanto

a la epidemiologia molecular de VIH-1 en Europa to-
davia es altamente estratificada de acuerdo a género
y grupo de riesgo. El subtipo B es significativamente
mas comun en hombres que en mujeres y es todavia
proporcionalmente mayor en HSH que en usuarios de
drogas inyectables o individuos heterosexuales (23).
Esta estratificacion por grupos de riesgo esta con gran
probabilidad relacionada con el comienzo de la epide-
mia y puede reflejar la persistencia epidemioldgica de
los efectos precursores (24). Sin embargo, segun el ul-
timo informe anual europeo, los porcentajes globales
en poblacién homosexual (HSH) y heterosexual se van
acercando (39,8 % vs. 32,6 %, respectivamente) (36).
En Europa Occidental, el VIH-1 epidémico entre HSH
estd dominado por el subtipo B. Respecto a Espana,
un reciente estudio (37) mostrd que el VIH-1 epidémico
entre HSH se esta volviendo cada vez mas diverso a
través de la expansion de diversos clados de subtipos
no B, que abarcan o estan relacionados con virus que
circulan en otros paises.

Tabla I.

Caracteristicas de los nuevos casos VIH informados en la OMS Region de Europa, 2018

Region Oeste Centro Este EU/EEA

Europea

(OMS)
Paises informantes/Nimero de paises 50/53 23/23 15/15 12/15 31/31
Numero de nuevos diagnoésticos de VIH 141.552 23.483 6.519 111.550 26.164
Tasa por 100 000 habitantes 16,2 6,0 &3 44,8 5,6
Porcentaje de edad de 15-24 afnos 8,8 % 10,3 % 13,5 % 6,0 % 10,6 %
Porcentaje de edad 50+ anos 175 % 21,4 % 14,8 % 14,6 % 19,8 %
Relacion hombre-mujer 1,8 2,9 5,6 1,6 3,1
Z°3r5°g r(‘:tgf/r‘i;';”e"“ diagnosticos 52,8 % 48,8 % 54,6 % 55,5 % 49,4%
Numero de nuevos diagnosticos de SIDA 14.227 2.549 857 10.821 3.235
Tasa diagndstico SIDA por 100.000 habitantes 2,0 0,6 0,4 10,5 0,6

Modo de transmision
Sexo entre hombres 22,6 % 40,7 % 28,3 % 4,4 % 39,8 %
Transmision heterosexual (hombres) 25,9 % 15,8 % 20,5 % 36,6 % 15,6 %
Transmision heterosexual (mujeres) 23,8 % 18,0 % 75 % 33,4 % 16,9 %
Uso de drogas inyectables 11,8 % 31% 2,5 % 22,1 % 3,7 %
Vertical 0,6 % 0,7 % 0,4 % 0,6 % 0,7 %
Desconocida 15,0 % 21,2 % 40,7 % 2,8 % 22,7 %

Adaptado de European Centre For Disease Prevention and Control, WHO Regional Office for Europe. HIV/AIDS surveillance in Europe 2019 - 2018 data.
EU: European Union (Union Europea); EEA: European Economic Area (Area Econdmica Europea).
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TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

El VIH posee una gran capacidad replicativa, gene-
rando en torno a 10° y 10" viriones al dia (38). Esto
implica que durante su proceso de replicacion la trans-
criptasa inversa (Tl) continuamente comete errores,
provocando la coexistencia de diferentes especies o
cuasiespecies. Esta es una de las causas que explica
por qué solo un farmaco para tratar la infeccion no es
suficiente para evitar la posible y precoz resistencia del
VIH al tratamiento establecido. Desde que se dispone
de farmacos ARV con los que formar combinaciones
potentes, se han logrado beneficios enormes en la re-
duccion de la morbimortalidad y de la transmisién de
la infeccion por el VIH-1. Paralelamente, el uso de estos
farmacos ha adquirido gran complejidad por la apari-
cion continua de diferentes farmacos en las distintas
familias, asi como sus multiples facetas en cuanto a
eficacia, toxicidad, resistencias, tropismo, interaccio-
nes, etc., y su uso en situaciones clinicas especiales,
como la prevencion de la transmision (profilaxis pre-
exposicion).

Las terapias ARV disponibles actualmente permiten
retrasar durante muchos anos la apariciéon del SIDA y
prolongan el periodo de estabilidad asintomatica ca-
racteristico de las personas con VIH que aun tienen un
sistema inmune lo suficientemente fuerte. El VIH se
integra en el genoma de la célula huésped (ADN pro-
viral), donde puede permanecer en estado de latencia
durante periodos prolongados. El problema se agudiza
por su capacidad para infectar distintas células vy teji-
dos, de manera especial el sistema nervioso central al
que muchos farmacos no pueden acceder en concen-
traciones utiles por su incapacidad para atravesar la
barrera hematoencefalica.

Esta complejidad del VIH hace necesario disenar de
la manera mas racional posible diversos esquemas te-
rapéuticos dirigidos a actuar en las distintas etapas del
ciclo de replicacion viral. Hasta la fecha, se han comer-
cializado farmacos ARV pertenecientes a 7 familias con
actividad sobre las distintas etapas del ciclo de repli-
cacion viral (39). De ellas, cuatro inhiben enzimas del
ciclo intracelular y el resto actian antes de la entrada
del retrovirus a la célula diana. No es objeto de esta
revision entrar en detalle del tratamiento ARV pero a
continuacion estas familias se describen brevemente,
y especialmente, el antivirico Maraviroc (MRV) puesto
que es objeto de determinados métodos diagnodsticos
para optimizar su efectividad en los pacientes.

— Inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos
de nucledsidos/nucledtidos (ITIAN/ITIANt). Previa-
mente a su accion, en el interior de la célula diana,
tiene lugar una transformacién metabdlica de es-
tos fdrmacos consistente en la incorporacion de 3
o 2 moléculas de fosfato, respectivamente, para
ser activos. A continuacién inhiben a laTl median-
te su incorporacion a la cadena de ADN impidien-
do asi la replicacion del genoma viral. El grupo
de ITIAN es numeroso e incluye, entre otros, aba-
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cavair, emtricitabina, lamivudina, zidovudina...
mientras que tenofovir (TDF) (con sus formulacio-
nes TDF disoproxil fumarato y TDF alafenamida) es
el Unico integrante de ITIANt.

Inhibidores no analogos de nucledsidos (ITINN)
que inhiben también a laTl, pero que en este caso
no precisan transformarse para ser activos. Algu-
nos ejemplos son nevirapina, efavirenz, rilpivirina...
Inhibidores de la proteasa (IP) que actuan al final
del ciclo intracelular. Al bloquear a la proteasa del
VIH, la poliproteina sintetizada por el virus no pue-
de cortarse por los lugares adecuados, impidien-
do asi el ensamblaje de nuevas particulas virales.
Esta familia incluye diferentes farmacos (ataza-
navir, darunavir, lopinavir, tipranavir...) que para
aumentar su efectividad siempre se emplean po-
tenciados con dosis bajas de ritonavir o cobicistat;
este ultimo en caso de atazanavir o darunavir.
Inhibidores de la integrasa (IG) que inhiben uno
de los pasos (la reaccion de transferencia de la ca-
dena) del complejo proceso de la integracion del
ADN proviral del VIH en el ADN de la célula hués-
ped. Es un grupo de farmacos en constante desa-
rrollo y hasta la fecha disponemos de raltegravir,
elvitegravir, dolutegravir y bictegravir.

Inhibidores de la fusion que actuan en el primer
paso del ciclo de infeccion viral y se unen a las
glicoproteinas (gp) de la cubierta del virus necesa-
rias para que este se adhiera y penetre en la célula
huésped. En concreto, enfuvirtida (4nico farmaco
de este grupo y poco utilizado en la actualidad)
bloquea la unién de la gp41 al receptor.
Antagonistas de los correceptores. MVC es un po-
tente antagonista selectivo del correceptor CCR5
con actividad antiviral frente a aquellos aislados
de VIH que usan este receptor para ingresar a los
linfocitos T CD4+ (cepas R5) pero no contra aque-
Ilas usuarias de CXCR4 (cepas X4). Es capaz de
bloquear la union de la gp120 del VIH con el co-
rreceptor CCR5. Ha sido aprobado para su uso en
pacientes con resistencia a otras familias de ARV
ya que se prevé una elevada barrera para la adqui-
sicion de resistencia dada su union extracelular a
la molécula conservada CCR5. Sin embargo, a pe-
sar de dicha limitacion estructural, se han descri-
to aislados resistentes a MVC in vivo (40) (Fig. 2).
En cualquier caso, sigue siendo una alternativa
excelente con escasas resistencias y, debido a su
particular mecanismo de accion, los pacientes de-
ben realizarse una prueba diagnéstica de tropis-
mo viral para asegurarse de que su cepa utiliza al
receptor CCRb5.

Inhibidores posfijacion. Esta familia representada
Unicamente hasta la fecha por ibalizumab (anticuer-
po monoclonal autorizado en marzo de 2018 por la
FDA) exhibe un mecanismo de accion diferente,
bloqueando los receptores CD4 en la superficie de
determinados inmunocitos que el VIH necesita para
entrar a las células (www.infosida.nih.gov) (41).
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Figura 2 — Redes de covariacion de los sitios de union a CD4 asociados con hidrofobicidad y/ peso molecular para virus sensibles (A) y
resistentes (B) R5. Los sitios de covariedad se mapean a la estructura cristalina de la proteina gp120. Los sitios bajo seleccion positiva
se muestran como hexagonos. Tomado de Jiang X, et al. Characterizing the diverse mutational pathways associated with R5-tropic
Maraviroc resistance: HIV-1 that uses the drug-bound CCR5 coreceptor. J Virol 2015,89:11457-72.

Las pautas recomendadas para el tratamiento inicial
de la infeccion por el VIH-1 en el momento actual con-
sisten en una combinacion de dos o tres farmacos. La
terapia triple incluye dos ITIAN asociados a un ITINN,
aunlPoaunlG.

PRUEBAS DE DETECCION DE RESISTENCIAS
PARA ELVIH

En la actualidad existen dos tipos de pruebas para la
deteccion de resistencias a la terapia ARV: fenotipicas y
genotipicas. Ambas ayudan a determinar a qué farma-
cos el VIH no respondera: las fenotipicas, consistentes
en enfrentar al virus a diferentes concentraciones de
un determinado farmaco y establecer el grado de inhi-
bicion comparando con cepas control, y las genotipi-
cas, que emplean el analisis de la secuencia de acidos
nucleicos del virus para detectar la presencia de mu-
taciones de resistencia. Las pruebas genotipicas son
las que tienen mayor difusion entre los laboratorios de

diagnostico, mientras que los ensayos fenotipicos que-
dan reservados para laboratorios de investigacién. Ac-
tualmente la utilizacion de las pruebas de resistencias
se recomiendan en todas las guias de practica clinica
sobre tratamiento ARV. Se estima que la prevalencia
global en Espana de resistencias primarias en los ge-
nes de la transcriptasa inversa y la proteasa es del 7,9
%. Por ello, se recomienda realizar un estudio genoti-
pico de resistencias del VIH-1 en laTl y en la proteasa
en todos los pacientes antes de iniciar el tratamiento
ARV y solamente debe valorarse ampliar el estudio de
resistencias a los IG antes de iniciar el tratamiento si
hay evidencia de transmisién a partir de un paciente
tratado con estos farmacos y/o se observa fracaso vi-
rologico (39).

Pruebas genotipicas

Estas pruebas exigen que la base molecular de las
resistencias esté suficientemente caracterizada, de tal
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forma que la deteccion de una mutacion sea predictiva
de la falta de actividad de un determinado antivirico.
Analizan muestras sanguineas con VIH, con o sin fraca-
so viroldgico segun el caso, para determinar si existen
mutaciones en la secuencia primaria de nucledtidos
del gen objeto de estudio (genes codificantes para la
Tl, proteasa, integrasa). Una vez que las mutaciones
han sido identificadas, se comparan con amplias bases
de datos que contienen una larga lista de mutaciones
conocidas como causa de resistencia a determinados
farmacos ARV. Estos resultados ayudaran a determinar
qué farmacos ARV serian menos resistentes al VIH. Las
pruebas genotipicas son de eleccién para la determina-
cion de resistencias; tienen en general mas valor para
detectar resistencia (detecciéon de una determinada
mutacion), que para predecir sensibilidad (ausencia
de todas las posibles causas de resistencia). Los mé-
todos comerciales mas utilizados son TruGene® HIV-1
Genotyping Test (Siemens) y ViroSeq® HIV-1 Genoty-
ping System (Abbott Diagnostics). EI primero emplea
la secuenciacion bidireccional y la electroforesis en gel
y permite investigar mutaciones en laTl y la proteasa,
mientras que el segundo emplea el método unidirec-
cional y la electroforesis capilar y permite investigar
mutaciones en laTl, proteasa e integrasa. Ambos sis-
temas ofrecen un software para la edicidén de las se-
cuencias y un algoritmo propio de interpretacion. La
secuencia obtenida por estos métodos de secuencia-
cion poblacional es en realidad la secuencia promedio
de todas las variantes presentes en la muestra original,
siendo dificil detectar mutaciones que supongan me-
nos del 10-20 % del total. Para asegurar la deteccion de
las variantes que representan menos del 20 %, hemos
de recurrir a otras técnicas: clonacién de los produc-
tos de amplificacion, PCR mediante diluciones limite o
PCR-alelo especifica a tiempo real, secuenciacion ma-
siva (42).

Pruebas fenotipicas

Las pruebas fenotipicas, en lugar de detectar muta-
ciones especificas, miden la capacidad de reproduc-
cion del VIH en presencia de farmacos ARV. La ventaja
del este tipo de pruebas es que dice exactamente a qué
farmacos se hara resistente el virus. Miden la concen-
tracion de farmaco necesario para inhibir la replicacion
viral en cultivo celular. Los resultados se expresan ge-
neralmente en forma de cambios en la IC,, (concen-
tracion de farmaco requerida para reducir al 50 % la
produccion viral in vitro), comparando con una cepa
control. La interpretacion del valor de IC, es diferente
dependiendo del farmaco implicado. En la actualidad
los métodos mas utilizados estdn basados en el em-
pleo de virus recombinantes que consiguen una mayor
rapidez y reproducibilidad en los resultados. Consisten
en la obtencion de la secuencia de los genes deTl y pro-
teasa del plasma de un paciente por medio de RT-PCR y
su introduccion dentro de un sistema ya estandarizado
para la produccién de un VIH recombinante capaz de
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infectar una linea celular, incluyendo un procedimiento
que facilita la lectura de los resultados. Ejemplos de
métodos con virus recombinantes comercializados
son: Antivirogram® (Tibotec-Virco), Phenosense® (Vi-
rologic) y Phenoscript® (Viralliance-SAS). La interpre-
tacion de los resultados de estos ensayos, aunque mas
intuitiva y sencilla, no esta exenta de complicaciones,
ya que analizan la sensibilidad farmaco a farmaco, y
en la vida real las combinaciones pueden suponer un
comportamiento diferente del meramente aditivo (42).

Pruebas fenotipicas virtuales

Existe un tercer tipo de pruebas, combinacién de las
anteriores, denominadas fenotipicas virtuales. En pri-
mer lugar, se realiza una prueba genotipica para anali-
zar si existen mutaciones. A continuacién, se realizara
una busqueda, en una gran base de datos, del resul-
tado de una prueba fenotipica de otra muestra de vi-
rus que tenga un patroén genotipico similar, es decir, se
basa en la prediccion del fenotipo a partir del genotipo.
Un ejemplo de este tipo de herramientas es virco®Type
HIV-1 que incorpora informacion sobre la resistencia a
IP potenciados con ritonavir y, en determinados casos,
incluye el consejo de expertos en la interpretacion final
(43). Estas muestras coincidentes pueden indicar como
podria comportarse el virus. El fenotipo virtual es mas
rapido y menos caro que un test fenotipico, aunque,
al igual que en el test genotipico, puede seguir siendo
dificil predecir qué nuevos farmacos no responderan a
virus muy resistentes.

PRUEBAS DE DETECCION DE TROPISMO VIRAL

Los dos principales correceptores involucrados en
la entrada in vivo del VIH a la célula diana (principal-
mente, linfocitos T CD4+) son el CXCR4 y el CCR5. La
selectividad de los correceptores esta determinada por
las secuencias genéticas de la gp120, particularmente
en la region V3 altamente variable y estructuralmente
flexible (44). Aquellas cepas de VIH que utilizan el corre-
ceptor CXCR4 para ingresar a la célula pero no el CCR5,
se denominan virus CXCR4 tropico o X4. Las otras son
las CCR5 tropicas o R5. Existen ademas, cepas con tro-
pismo mixto o dual, capaces de utilizar ambos corre-
ceptores designadas R5/X4.

En un paciente la poblacién de virus circulante esta
compuesta por una poblacion pura en la que todas las
cepas comparten el mismo tropismo (virus R5, X4 o
R5/X4) o una poblacién mixta compuesta por virus con
diferentes tropismos. CCR5 es el principal correceptor
existente en aquellos pacientes que adquieren el retro-
virus por via sexual. Asimismo, es el receptor predomi-
nante en los estadios iniciales de la infeccion en tanto
que las variantes usuarias de CXCR4 emergen mas tar-
de en coincidencia con una pérdida acelerada de linfo-
citosT CD4+ y una progresion rapida de la enfermedad.
La mayoria de los pacientes que son tratados precoz-
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mente alojan solo cepas R5 mientras que en aquellos
con multiples fracasos terapéuticos emergen las cepas
X4. Esto se expresa por lo general como cepas mixtas;
son raras las poblaciones con predominio de X4 y aun
en pacientes tratados la mayoria de las cepas son Rb5.
Por todo lo expuesto es de utilidad, antes de iniciar un
tratamiento con MVC asi como en caso de fracaso del
mismo, efectuar un estudio de tropismo del VIH-1, exis-
tiendo para ello métodos fenotipicos y genotipicos.

Pruebas fenotipicas

Las pruebas fenotipicas del tropismo (PFT) se basan
en la generacion de virus recombinantes. El gen de la
envuelta es amplificado mediante RT-PCR a partir del
plasma del paciente y mediante técnicas de clonaje o
recombinacion genética se generan virus quiméricos o
pseudotipos que portan la envuelta del paciente. Estos
virus son utilizados para infectar lineas celulares que
expresan el receptor CD4 y uno de los dos correcepto-
res principales del VIH-1, CCR5 o CXCR4. De esta mane-
ra, se define el tropismo viral conferido por la envuelta
del paciente estudiado a partir del comportamiento del
virus recombinante. La caracteristica principal de es-
tos métodos [ESTA-Trofile®, TropiTest (Instituto de Sa-
lud Carlos llI-Fundacién FIPSE), Toulouse Tropism Test
(Universidad deToulouse)...] es conseguir amplificar la
envuelta completa del VIH-1 del paciente. Este aspecto
es relevante ya que aunque la region V3 contiene los
principales determinantes del tropismo viral existen
otras regiones implicadas (V1,V2, C4) (42). Se han des-
crito diferentes PFT de VIH-1 como la utilizacién de la
linea celular GHOST [linea celular derivada del osteo-
sarcoma humano que expresa en su superficie celular
CD4 y varios receptores de quimiocinas (CCR5, CCR3,
CCR5, CXCR4)] (45) de virus generados a partir de clo-
nes individuales empleando la luciferasa Renilla para
determinar la actividad o PFT replicativa (46).

Estos ensayos constituyen todavia el método de re-
ferencia para caracterizar el tropismo viral por su gran
sensibilidad para detectar las variantes minoritarias
CXCR4 y/o CCR5 en los subtipos B y no-B del VIH-1.
Ademas, representan el Unico método para medir la
resistencia a los antagonistas de CCR5. Sin embargo,
presentan, ademas de un precio elevado, complicacio-
nes técnicas y en especial logisticas que dificultan su
utilizacién en la practica clinica (43); solo estan disponi-
bles comercialmente en unos pocos paises (40).

Pruebas genotipicas

Las pruebas genotipicas del tropismo (PGT) se pre-
sentan como una alternativa mas econdmica, rapida
y factible de desarrollar localmente en cualquier labo-
ratorio especializado de VIH-1 que cuente con tecno-
logia para realizar la determinacion de resistencias a
ARV (43). Inicialmente, se describieron y desarrollaron

diferentes reglas y algoritmos de correlacion genoti-
po-tropismo basados fundamentalmente en las carac-
teristicas de la secuencia de aminoacidos de la region
V3 de la envuelta viral. Las reglas genotipicas mas
simples como la regla 11/25, predicen X4 en base a la
presencia de residuos basicos en la posicién 11 o 25
de la region V3 (35 aminoacidos) de la gp120 del VIH-
1 (47). Sin embargo, este algoritmo ha mostrado una
sensibilidad limitada para la prediccion del tropismo
en las muestras clinicas actuales (48). Posteriormente,
el estudio de la variabilidad natural en secuencias de
V3 y su asociacion con los fenotipos R5- o X4-trépicos,
ha permitido la identificacion de nuevos residuos y
patrones de aminoacidos en la region V3 relacionados
con el tropismo viral; cambios de polaridad (a argini-
na o lisina) en posiciones 11, 24 y 25 de dicha regién
determinaran el tropismo X4. Con los datos obteni-
dos y a través de la utilizacion de diferentes métodos
estadisticos (Support Vector Machines-SVM, Position
Specific Scoring Matrices-PSSM) y bioinformaticos se
han disenado sofisticados algoritmos de interpretacién
que permiten predecir el uso del correceptor del VIH-
1 basandose en la secuencia genética de la region V3
de un determinado aislado viral. Algunos de ellos se
encuentran disponibles en paginas web de libre acce-
so como son WetCat, Geno2pheno (G2P), WebPSSM
y FortinbrasPSSM (42,49) (Tabla Il). Diversos estudios
han evaluado también la capacidad de predecir el tro-
pismo viral combinando la informacion aportada por
varios algoritmos, e incluso variables clinicas relacio-
nadas con la infeccion por VIH-1. Estos métodos han
conseguido mejorar la sensibilidad para detectar cepas
X4, sin una pérdida significativa de especificidad (50).
El algoritmo de interpretacién de mas amplia difusiéon
utilizado en los ultimos anos ha sido G2P[correceptor]
(51); el método estadistico que utiliza para hacer sus
predicciones es SVM. G2P puede realizar las prediccio-
nes tanto a partir de la secuencia FASTA de nucleétidos
como de aminoacidos de la region V3. La base de datos
en la que basa sus predicciones consiste en secuencias
de V3 que se corresponden con un fenotipo R5, otras
con un fenotipo X4 y secuencias con fenotipo R5X4.
Sin embargo, la mayoria de estas secuencias son sub-
tipo B, aunque también incluye algunas secuencias de
otros subtipos genéticos. En general, todas las herra-
mientas para manejar las PGT han sido desarrolladas
ante todo paraVIH-1B aunque ahora se estan aplicando
también con secuencias V3 recientemente disponibles
de VIH-1 no-subtipo B (52). El servidor utilizado en G2P
permite seleccionar en cada prediccion el grado de
sensibilidad para detectar variantes X4 del VIH-1 sub-
tipo B, seleccionando la tasa de falsos positivos (TFP)
en cada una de las predicciones. Mas recientemente, la
herramienta denominada PhenoSeq ha sido desarrolla-
da para ser predictiva con confianza para el tropismo
del VIH-1 subtipos A, B, C, D, 01_AE y 02_AG (52,53).
La dltima version de G2P oferta la posibilidad de in-
troducir datos clinicos adicionales como la carga viral,
numero de CD4+ y la presencia o ausencia de la dele-
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Tabla II.

Caracteristicas de herramientas informaticas para la deteccion de tropismo viral

Herramienta

Método de prediccion

Subtipo

T-CUP 2.0

Utiliza informacién estructural del bucle V3 mode-
lando el potencial electrostatico e hidrofobicidad;

Subtipo B (principalmente) y C con
1351 secuencias (200X4 y 1151 R5)

combinacion de resultados por apilamiento

Geno2pheno[coreceptor]
binaria

Maquina de vector de soporte para clasificacion

Subtipo B con 1100 secuencias (769 R5,
210X4, 131 R5X4) de 332 pacientes

PhenoSeq Evaluacion de la longitud del aminoacido V3 del A, A1,A2, B, C, D, CRF_01_AE,
VIH-1, carga de aminoacido neta, nimero de sitios CRF02_AG
ligados a N-glicosilacion y la frecuencia de alteracio-
nes de aminoéacidos especificas del sitio

WebPSSM x4r5 . . . . . Subtipo B
Matrices de puntuacién, que reflejan la diferencia

WebPSSM sinsi en la abundancia de un aminoécido particular enun  Subtipo B
sitio particular

WebPSSM sinsiC Subtipo C

Genotypic rule Regla 11/25 en combinacion con una regla de carga Subtipo C

(Raymond et al.) neta

Genotypic rule Reglas basadas en Raymond et al. con puntos de Subtipo A

(Esbjornsson et al.)
total de aminoacidos cargados

corte modificados de la carga neta media y recuento

Adaptado de Riemenschneider, et al. Genotypic prediction of co-receptor tropism of HIV-1 subtypes A and C. Sci Rep 2016;6:24883.

cién de 32 pares de bases para el receptor CCR5, con
el fin de mejorar las predicciones. La principal ventaja
de este método es que se muestra en constante evo-
lucidon y se realizan actualizaciones periddicas en las
bases de datos. Ademas, los estudios que comparan 3
métodos genotipicos para evaluar el tropismo de VIH-1
concluyen que el algoritmo G2P-TFP5 % (https://core-
ceptor.geno2pheno.org/) podria facilitar la prediccion
del tropismo en la practica clinica (54). A pesar de la ex-
celente concordancia de G2G[correceptor] con las PFT
para subtipo B y algunos otros subtipos se ha descrito
que podria sobreestimar el tropismo X4 en aislados de
Asia CRFO1_AE. La nueva version de G2P, denominada
G2P[Sanger] (punto de corte: riesgo X4 < 36 %) pre-
senta una elevada concordancia con las PFT en dichas
cepas (55).

MVC es una potencial promesa para tratar en areas
no-subtipo B (principalmente paises con bajos-medios
ingresos). Por tanto, el uso éptimo de PGT con elevada
previsibilidad en los subtipos no-B es requerido para
tratar a estos pacientes con dicho farmaco (52). Para
algunos aislados, las PFT revelan resultados discor-
dantes con las PGT. Varios estudios actuales realizados
en paises donde el subtipo VIH-1C es el dominante, in-
dican un incremento en la prediccién de aislados con
tropismo X4 a lo largo del tiempo (54,56). Los aislados
VIH-1 procedentes del Africa del Este poseen una diver-
sidad significativamente mayor en comparacion con
otros aislados VIH-1 de otras localizaciones geografi-
cas como la India o Sudafrica (57). En un reciente es-
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tudio (52) se llevo a cabo la comparacién entre ambas
pruebas para aislados VIH-1C procedentes de Africa del
Este, concluyendo que las PGT actuales sobreestiman
el tropismo X4 en dichos aislados y que, a pesar de
la ausencia de cambios en las envueltas V3, algunos
aislados presentan tropismo dual. La mayor hetero-
geneidad en la envuelta V3 es comun en estos aisla-
dos VIH-1C y puede falsamente limitar el uso de MVC.
Otros autores indican que no solo las mutaciones enV3
sino también en regiones de gp120 y gp41 podian ser
principalmente responsables de la variabilidad a MVC
(40,58). Ademas, esta diferencia en la sensibilidad en
VIH-1C parece especifica de aislado (59). Estos datos
se apoyan en un estudio en el que la inclusién de la
secuencia completa gp120 mejora la prediccidén genoti-
pica para virusVIH-1Ay C (49). En cualquier caso, todos
estos trabajos enfatizan la necesidad de mejorar los al-
goritmos actuales para las PGT, por ejemplo incluyen-
do segmentos mas grandes de gp120 en la prediccion
del tropismo (52).

Al igual que para la determinacion de resistencias,
las nuevas plataformas de secuenciacion masiva per-
miten superar las limitaciones de las técnicas conven-
cionales de secuenciacion poblacional, mediante la
generacion simultdnea de centenares de secuencias
clonales de virus. Sin embargo, hasta que estas pla-
taformas simplifiquen su logistica y la interpretacion
bioinformatica de resultados, los métodos genotipicos
representan actualmente la principal alternativa rapi-
da, fiable y factible para la determinacion del tropis-
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mo viral en la practica clinica. Un avance basado en la
tecnologia de secuenciacion de proxima generacién vy,
ademas, de acceso gratuito on line, es un sistema de
interpretacion genotipica denominado G2P [ngs-freq]
(http://ngs.geno2pheno.org) que permite identificar
mutaciones de resistencia en poblaciones minoritarias
del VIH-1 (60).

CONSIDERACIONES FINALES

El VIH-1 pandémico actual estd filogenéticamente
dividido en 4 grupos diferentes (M, N, O y P. Solo el
VIH-1 grupo M se ha diseminado a lo largo de Africa y
al resto de continentes, siendo el subtipo B la varian-
te mas diseminada representando aproximadamente
un 11 % de las infecciones a nivel mundial. Dentro de
determinados subtipos, la elevada variabilidad genéti-
ca ha derivado en la clasificacion de sub-subtipos, en
constante actualizacion (el subtipo A ha sido subdivi-
dido en A1, A2, A3, A4, A5, A6 y el mas reciente descu-
bierto el A7; el subtipo D en D1, D2, D3y el Fen F1y
F2). Treinta y nueve anos después desde los primeros
casos detectados, todavia existe una clara asociacion
entre contacto homosexual e infeccion por subtipo B
en la mayoria de la subepidemias en todo el mundo. En
Europa, el ultimo informe anual (2019) refleja que los
porcentajes globales de infeccion por VIH en poblaciéon
homosexual (HSH) y heterosexual se van acercando
(39,8 % vs. 32,5 %, respectivamente). La diversidad vi-
ral y las coinfecciones pueden confundir el diagndstico
y tratamiento si no son diagnosticadas. Los métodos
genotipicos son de eleccion tanto en la determinacion
de resistencias como de tropismo viral. Estos métodos
tienen en general mas valor para detectar resistencia
que para predecir sensibilidad (ausencia de toda posi-
ble resistencia). La determinacion del tropismo del VIH-
1 para el tratamiento con MVC es diferente en funcién
del algoritmo utilizado. Actualmente, las herramientas
mas empleadas son WebPSSM y G2P siendo el algo-
ritmo G2P-TFP5 % el que podria facilitar la prediccidon
fiable del tropismo en la practica clinica en todos los
subtipos. No obstante, se requiere una optimizacion de
las pruebas genotipicas del tropismo en pacientes con
elevada previsibilidad de subtipos no-B. Asimismo, la
elevada prevalencia de tropismo X4 para CRFO1_AE
recombinante se ha asociado con una posible rapida
progresion de la enfermedad. La emergente y dindmi-
ca diversidad genética del VIH-1 precisa de constante
monitorizacidon para alcanzar un correcto diagnostico,
tratamiento asi como avances en el desarrollo de va-
cunas. Las técnicas de secuenciacion masiva de ultima
generacion, una vez solventadas las limitaciones, se-
ran las mas sensibles en la deteccion de mutaciones en
las variantes genéticas minoritarias del VIH-1. En este
sentido la nueva herramienta bioinformatica G2P [ngs-
freq] contribuye a tomar decisiones clinicas e investi-
gar el impacto de las mutaciones de resistencia de baja
prevalencia.
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critos cientificos previos a la publicacién por cualquier
revista especializada de primer orden (1), la evidencia
de su eficacia es limitada y ha sido una estrategia criti-
cada y puesta en entredicho por su potencial sesgo, su
inconsistencia y sus tiempos de respuesta demasiado
largos, entre otros factores.

Todas estas criticas a la objetividad y finalidad de
este modelo no significan que debamos abandonar-
lo, sino mas bien mejorarlo y potenciarlo. Mas si cabe
ante las actuales amenazas que se ciernen sobre toda
actividad cientifica y su difusién. Por un lado, eminen-
tes cientificos sostienen que los hallazgos de investi-
gacion mas publicados en la literatura son falsos (2).
Las causas que apoyan esta afirmacion son diversas y
asi, a medida que los estudios sobre areas concretas

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

son mas reducidos, cuando la dimension de los efectos
es pequena, cuando hay demasiada flexibilidad en los
disenos, definiciones, métodos y resultados de analisis
y/o cuando existe un marcado interés (financiero o de
otro tipo), es mucho menos probable que un hallazgo
de investigacion sea cierto.

Por otro lado, otra de las presentes amenazas la
constituye la creciente existencia de revistas “predado-
ras” o predatory journals, sobre todo en el contexto de
publicaciones open access (aquellas de acceso libre sin
cargo y sin fines comerciales aparentes). Estas revistas
orquestan agresivas campanas a diferentes cientificos
en busca del envio masivo de originales, aceptandolos
sin ningun tipo de sistema de revision ni control para
luego exigir un pago por su publicacién a los autores.
Ni que decir tiene que esta actitud dista mucho de ser
profesional y mucho menos ética (3).

Por si esto no fuera suficiente para desechar la idea
de abandonar la revisién por pares, no debemos olvi-
dar que recientemente hemos vivido como un buen
numero de empresas start-up, caracterizadas por su
mentalidad innovadora y disruptiva dentro del mer-
cado biosanitario, no han sometido a la pertinente
revision clasica por pares muchos de sus recientes
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descubrimientos en lo que se conoce como un feno-
meno de investigacion furtiva o stealth research (4). El
resultado, en la mayoria de ocasiones, ha demostra-
do como muchos de estos revolucionarios hallazgos o
bien tenian un desempeno muy inferior al reportado o
sencillamente incurrian en un flagrante fraude, como
paso con la empresa americanaTheranos (5).

El objetivo de este documento interno es ayudar a los
revisores en su trabajo voluntario (a la par que gratifi-
cante) y que de esta manera sus evaluaciones sean lo
mas justas y objetivas posible. Solo asi las publicacio-
nes cientificas se beneficiaran de articulos relevantes
que han sido revisados lo mas sistematicamente posi-
ble y por otra parte los lectores tendran la garantia de
que su revista guarda unos altos estandares de calidad.
A fin de cuentas, lo que buscamos con esta pequena
“guia para revisores” es tratar de aplicar cierto método
la hora de leer y revisar los manuscritos que recibimos.

Y es que como afirmaba Polonio en el acto Il de
Hamlet: “Aunque todo es locura, no deja de observar
método en lo que dice” (6).

A continuacion, indicamos una serie de consejos
para todos aquellos que realizan tareas de revision en
revistas cientificas:

QUE DEBERIA HACER UN REVISOR CUANDO
RECIBE UNA INVITACION PARA REVISAR UN
MANUSCRITO

— Deberia leer el abstract o resumen del manuscrito
que se incluye en la invitacion con el fin de evaluar
en primera instancia si pertenece a su ambito de
competencia y si considera que tiene un nivel de
conocimiento suficiente como para poder revisar-
lo. Deberia aceptar o rechazar la invitacion cuanto
antes en funcion de estas directrices.

— Deberia cumplir las fechas de entrega tanto de
aceptacion/rechazo de la invitacion como del en-
vio de la revision. Si necesita extraordinariamente
una extension de este tiempo, deberia solicitarlo a
los editores.

— Si considera que puede tener un conflicto de inte-
reses en cualquier momento de la revision deberia
comunicarselo a los editores cuanto antes.

— Debe mantener todos los materiales provistos en
estricta confidencialidad. Un manuscrito cientifico
es un documento original y no debe ser compar-
tido con terceras personas sin el permiso expreso
del equipo editorial.

COMO DEBERIA ESCRIBIRSE UNA REVISION

— Evalle el manuscrito de manera objetiva e imparcial.

— Exponga, de manera sencilla, si el manuscrito
debe ser aceptado, aceptado con modificaciones
menores, aceptado con modificaciones mayores o
rechazado.

[Rev Med Lab 2020;1(1):21-24]

— Revise la lista que le adjuntamos a continuacién
(Lista Para Revisores) (7,8) y si considera que debe
comentar algo en alguno de sus puntos, hagalo. El
objetivo de esta lista es prevenir que se omita el
revisar aspectos esenciales.

— Resuma todos aquellos puntos fuertes del estudio
que cree que pueden ser beneficiosos para la revista.

— A la hora de introducir un comentario critico se cla-
ro, conciso y educado. Si quieres citar una fase del
autor, indique el numero de pagina vy la linea de tex-
to acorde al manuscrito remitido. Queda totalmente
prohibido dirigirse al autor personalmente, realizar
comentarios sarcasticos o que puedan ser ofensivos.

— Procure que todas aquellas “criticas” al autor con-
tengan no solo una explicacidon razonada, sino
también consejos para su correccion. Si puede
ayudarle con bibliografia asociada, no dude en
citar aquellas referencias que crea conveniente.
No se trata de reprender al autor, sino de guiar-
le. Haga todo lo posible para que su revision sea
educativa. El autor debe aprender de sus errores e
intentar mejorar el manuscrito.

QUE DEBERIA HACERTRAS ENVIAR SU REVISION

— Destruir todas aquellas copias del manuscrito para
mantener la confidencialidad.

— Conservara todo el material adicional que haya
podido emplear durante el proceso de revision
hasta que se publique el manuscrito.

LISTA PARA REVISORES
Titulo

1. Asegurese de que el titulo sea claro e informativo.
Que no sea demasiado largo y que tenga relacion
con el contenido del articulo. Que sea atractivo y
Ilame a la lectura.

2. Hay que evitar expresiones como “ Un estudio de’
“Desarrollo de’] “La investigacion de” asi como
adjetivos del tipo “Nuevo’, “Mejorado’] * Validado’,
“Sensibles” Se sobreentienden.

3. En el titulo solo tienen cabida aquellas abreviatu-
ras muy generales y comunmente aceptadas. Por
ej.VIH, ADN, ELISA...

4. Queda desaconsejado por completo el uso de la
expresion “A propdsito de un caso” a la hora de
presentar un caso clinico.

Palabras clave

1. Compruebe que las palabras clave son descripto-
res MeSH (Medical Subject Headings) recogidos
por www.pubmed.gov y que son apropiados y fie-
les al contenido del manuscrito.
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Abstract o resumen

1.

El resumen deberia responder secuencialmente a
las siguientes preguntas:

a. El porqué del estudio.

b. Qué es lo que se ha hecho.

¢c. Como se ha hecho.

d. Qué resultados se han obtenido.

e. Qué impacto tiene o puede tener el estudio.

. Compruebe que el resumen esté estructurado si-

guiendo el orden clasico de Introduccion, Material
y Métodos, Resultados, Discusién, Conclusion.

. En el resumen debe identificarse claramente el

objetivo y/o la hipodtesis del trabajo en la primera
mitad del mismo.

. El resumen debe describir someramente el diseno

del estudio, asi como una breve descripcion de los
grupos y/o pacientes implicados.

. Los resultados incluidos en el resumen deben ser

los de mayor relevancia y en el caso de que lo re-
quieran, vendran acompahados de su grado de
significacién estadistica.

. La conclusion del resumen debe basarse en los re-

sultados del estudio (y solo en ellos) y no diferir con
respecto a la conclusién del manuscrito. No deben ad-
mitirse conclusiones no justificadas por los resultados.

Introduccion

1.

Las introducciones suelen ser demasiado largas
en la mayoria de manuscritos, tal vez por ausencia
de una sistematica. La estructura en este apartado
deberia tener una forma que se conoce como “co6-
nica’; empezando desde un punto de vista general
hacia un aspecto concreto, o “del contexto al argu-
mento” Un ejemplo seria el que sigue:

a. Descripcion general de los antecedentes. Lo
que se sabe.

b. Puntualizacion de la “laguna” de conocimiento
que justifica la existencia del estudio. Lo que no
se sabe.

c. Desarrollo de la hipétesis o pregunta del estu-
dio. El objetivo del estudio.

d. Solucién propuesta o plan de ataque propuesto
por autor.

. Asegurese de que en el relato del contexto, el au-

tor emplea bibliografia o referencias recientes y/o
relevantes.

. Compruebe que la hipotesis esté bien elaborada,

sea novedosa y resuelva un aspecto no conocido
del contexto.

Material y métodos

1.

Esta seccion es la mas importante del manuscri-
to. El autor debe responder al qué, quién, como,
cuando, donde y porqué. Su extension debe ser la
apropiada segun el estudio. No hay limites.

. Esta seccion puede estar estructurada y asi conte-

ner subapartados del tipo Diseno del estudio, Su-
jetos del estudio, Métodos, Anélisis estadistico...

. Los autores deben reflejar el tipo de estudio que

han realizado: observacional, prospectivo, retros-
pectivo, de exactitud diagndstica, de validacién
analitica, etc.

. La descripcion de los grupos/pacientes del estudio

debe estar clara, asi como los criterios de inclu-
sidon/exclusion para cada cohorte y el método de
reclutamiento.

. Aspectos importantes que deben citarse en esta

seccion:

a. Silos participantes del estudio firmaron un con-
sentimiento informado.

b. Si el estudio fue aprobado por el comité ético
de la institucion de una institucion sanitaria.

. Con referencia a las muestras bioldgicas, debe

quedar claro cdmo se recogieron (por ej. ayunas),
conservaron (tipos de tubo, aditivos, volumen) y
analizaron (inmediatamente/con posterioridad).

Con respecto a los métodos, todas las pruebas rea-
lizadas deben estar contempladas y bien descritas:
informacién del fabricante, equipo empleado, coefi-
cientes de variacién para métodos no estandarizados,
si ha sido necesario realizar controles de calidad, etc.

. En el anélisis estadistico los autores deben de ve-

rificar la normalidad para las pruebas realizadas,
enumerar las pruebas de contraste de hipdtesis
empleadas (si se han usado) y describir su ido-
neidad, asi como aportar el nivel de significacion
estadistica en los diferentes contrastes. Se debera
resenar el nombre, versién y fabricante del pro-
grama estadistico empleado en los calculos.

Resultados

. Los resultados cuantitativos deben ser expresados

apropiadamente a su distribucion:

a. Media y desviacion estandar para distribucio-
nes normales.

b. Mediana y rango intercuartilico para distribu-
ciones no normales.

. Las pruebas de contraste de hipotesis empleadas

deben ser las mismas que se han detallado en la
seccion de “Material y métodos” y todas ellas de-
ben ofrecer un valor de significacion estadistica.

. En estudios observacionales sin intervencion

alguna, se debe evitar el uso de términos como
'’

“causa” o “efecto” y sustituirlo por “asociacion”
Recuerde que “correlacion no implica causalidad’.

. No se empleara el término “significativo/a” si no

se ha realizado un contraste de hipotesis.

. La existencia de valores ausentes en alguna co-

horte debe estar justificada o al menos explicada.

. Las tablas y figuras deben ser informativas, claras

y sencillas. Deben entenderse por si mismas, sin
necesidad de volver al texto.

[Rev Med Lab 2020:1(1):21-24]
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Discusion que no se es muy bueno criticando el trabajo de otros
o que el sistema de revisién por pares solo beneficia al
1. Muchas discusiones adolecen de una estructura autor, tengan en cuenta estos tres apuntes: a) es la ac-
logica. A la inversa de lo descrito en la “Introduc- titud y no el tiempo lo que produce experiencia; b) mas
cion’] las discusiones deberian tener una forma alla de la critica, lo que se busca es el comentario cons-
“cénica” inversa, empezando desde el aspecto tructivo que mejore el trabajo del autor; y c) ser revisor
concreto (los resultados del estudio) hacia un pun-  nos ayuda a ser mejores cientificos y por tanto mejores
to de vista general, o “del argumento al contexto”  profesionales.Y recuerden que su papel aunque discre-
2. Toda discusion deberia comenzar en su primer pa-  to, es clave a la hora de contribuir en la calidad, el valor
rrafo enumerando los hallazgos méas importantes y la reputacion de la ciencia (9).
del estudio. Gracias por su labor en nombre del equipo editorial,
3. Los autores deben comentar sus resultados (sin  de |os autores y de todos los lectores de Revista de Me-
volver a repetirlos) y dictaminar si apoyan o re-  (icina de Laboratorio.
chazan su hipotesis previa. Adicionalmente, deben
discutir otros estudios existentes en la literatura y
como se relacionan con sus descubrimientos. BIBLIOGRAFIA
4. Si existen limitaciones al estudio, el autor debe ci-
tarlas en esta parte. 1. Burnham JC. The evolution of editorial peer review. JAMA
5. En la ultima parte de la discusion debe resaltarse 1990:263:1323-9.
la contribucion del trabajo al campo de estudio en 2. loannidis JP. Why most published research findings are false. PLoS
general o como estos hallazgos podran ser aplica- Med 2005;2(8):e124.
dos en estudios existentes o futuros. 3. Bohannon J. Who's afraid of peer review? Science 2013;342:60-5.
6. Las conclusiones deben cenirse a los resultados 4. Cristea IA, Cahan EM, loannidis JPA. Stealth research: Lack of
del estudio y no extrapolarse mas alla. Deben peer-reviewed evidence from healthcare unicorns. Eur J Clin Invest
coincidir con las conclusiones realizadas en el abs- 2019;49(4):e13072.
tract o resumen. 5. Kidd BA, Hoffman G, Zimmerman N, et al. Evaluation of direct-to-
consumer low-volume lab tests in healthy adults. J Clin Investig
2016;126:1734-44.
Bibliografia 6. Shakespeare, William. Hamlet: Tragedia de Guillermo Shakespeare;

1. Las referencias deben estar actualizadas, guardar
el formato de la revista y estar correctamente nu-
meradas de manera consecutiva.

Un ultimo mensaje para todos nuestros revisores,

presentes y futuros. Aunque a veces puedan pensar
que no tienen mucha experiencia revisando articulos,

[Rev Med Lab 2020;1(1):21-24]

traducida e ilustrada con la vida del autor y notas criticas por In-
arco Celenio [L. Fernandez de Moratin], Alicante: Biblioteca Virtual
Miguel de Cervantes; 2000.
7. Annesley TM. Now you be the judge. Clin Chem 2012;58(11):1520-6.
. Smolcié VS, Simundié AM. Peer-review policy and guidelines for Bi-
ochemia Medica Journal. Biochem Med (Zagreb) 2014;24(3):321-8.
. Annesley TM. Seven Reasons Not to Be a Peer Reviewer—And
Why These Reasons Are Wrong. Clin Chem 2012;58(4):677-9.
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Recién nacido con debut de ictericia neonatal no isoinmune.

Sindrome de Crigler-Najjar
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CASO CLIiNICO

Vardn recién nacido a término que presenta a los 10
dias de vida estrenimiento, irritabilidad e ictericia in-
tensa, con cifras de bilirrubina en rango de exanguino-
transfusion y sin datos de hemolisis (bilirrubina total:
26 mg/dl, bilirrubina indirecta: 24,2 mg/dl).

Es el primer hijo de padres sanos no consanguineos.
Nacido tras embarazo controlado y parto eutdcico, re-
cibe lactancia materna exclusiva con buena tolerancia.
A las 48 horas de vida habia presentado ictericia, con
cifras de bilirrubina total de 18,5 mg/dl, que respondio
adecuadamente al tratamiento con fototerapia. Como
antecedentes familiares, su padre y dos tios maternos
presentaron ictericia leve en el periodo neonatal.

En la exploracion fisica no se evidencia hepatoes-
plenomegalia ni signos de afectacién neurolégica, y
la ecografia abdominal y cerebral transfontanelar no
muestran alteraciones significativas.

El estudio inmunohematoldgico descartd el origen
isoinmune de la ictericia. La determinacion de acido lac-
tico, amonio, ionograma y parametros de funcion hepa-

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

Correspondencia: Maria José Ruiz Méarquez. Anélisis Clinicos. Hospital Comarcal
de Riotinto. Avda. de la Esquila, 5. 21660 Minas de Riotinto, Huelva
e-mail: ruizmarquezmj@gmail.com

tica resultaron dentro del intervalo de referencia, y no se
detectaron sustancias reductoras en orina. El cribado ini-
cial de metabolopatias en sangre de talén fue negativo.

Se realizd exanguinotransfusién y tratamiento con
fototerapia continua y fenobarbital oral, con descenso
de las cifras de bilirrubina total hasta valores cercanos
a 11 mg/dl.

Ante la sospecha clinica de sindrome de Crigler-Naj-
jar se solicito al laboratorio de referencia el estudio del
gen UGT1A1 (bilirrubina uridina glucuronosiltransfe-
rasa), previo consentimiento informado de los padres.

El estudio genético se realiz6 mediante secuencia-
cion Sanger, con amplificacion de la region de interés
incluyendo las zonas flanqueantes intrénicas. Poste-
riormente se procesé la muestra en el secuenciador
automatico ABI3130 (Applied Biosystems). El analisis
de la secuencia obtenido con el programa informati-
co software GeneMapper 4.0 detecté dos variantes
en heterocigosis compuesta respecto al genoma de
referencia (GRCh37/hg19): Nm_000463.2: ¢.1006 C >T.
NP_000454.1: p.Arg336Trp y NM_000463.2: c.161 G>T.
NP_000454.1: p.Gly54Val (Figs. 1y 2).
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NP_000454.1: p.Arg336Trp
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Figura 1 - Electroferograma de la variante identificada y descrita como patogénica en el gen bilirrubina uridina glucoronosil trans-

ferasa (UGT1A1) en el paciente Nm_000463.2: ¢.1006 C >T. NP_000454.1: p.Arg336Trp (flecha negra). En color naranja se muestra la
secuencia de referencia.
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Figura 2 - Electroferograma de la nueva variante identificada, clasificada como probablemente patogénica NM_000463.2: ¢.161 G>T.
NP_000454.1: p.Gly54Val (flecha azul) en heterocigosis compuesta con p.Arg336Trp. No descrita en paciente con Sindrome de Criger-
Najjar tipo 2. En color amarillo se muestra la secuencia de referencia.

[Rev Med Lab 2020;1(1):25-28]



Recién nacido con debut de ictericia neonatal no isoinmune
Sindrome de Crigler-Najjar

La variante ¢.1006 C > T (p.Arg336Trp) provoca un
cambio de tipo missense que altera la pauta de lectu-
ra, y ha sido descrita y clasificada como patogénica en
pacientes afectos de sindrome de Crigler-Najjar (SCN).
La variante ¢.161 G>T (p.Gly54Val), tras consultar las
bases de datos (The Human Gene Mutation Database
(HGMD) Public, ClinVar, Database of Single Nucleotide
Polymorphisms), no ha sido descrita hasta el momento
en esta enfermedad.

En el estudio de segregacion de ambas variantes se
ha encontrado que la variante p.Arg336Trp ha sido he-
redada por via paterna y la variante p.Gly54Val por via
materna.

DISCUSION

El sindrome de Crigler-Najjar (SCN) es un trastorno
hereditario autosémico recesivo causado por muta-
ciones en el gen UGT1A1, cuya consecuencia es una
conjugacion defectuosa de la bilirrubina. Son trastor-
nos muy poco frecuentes con una incidencia estima-
da de menos de 1 por cada 1.000.000 nacimientos (1).
La prevalencia es desconocida y solo se han descrito
un centenar de casos. Se trata de una afeccién grave
caracterizada por niveles elevados de bilirrubina sé-
rica (2).

La bilirrubina es producto del catabolismo del gru-
po hemo de la hemoglobina. La bilirrubina indirecta
mediante glucuronidacion hepatica se transforma
en bilirrubina directa o conjugada. Este proceso evi-
ta la toxicidad de la bilirrubina y favorece su elimi-
nacion biliar. Una hiperbilirrubinemia no conjugada
severa puede provocar kernicterus, una forma de
dano cerebral causado por acumulacién téxica de
bilirrubina (3).

La enzima uridina glucuronosiltransferasa 1A1 (UG-
T1A1) es la Unica implicada en la produccion de glu-
curdnidos de bilirrubina soluble. Esta codificada por el
gen UGT1AT, localizado en el brazo largo del cromoso-
ma 2 (2q37.1). Las mutaciones del este gen producen,
por tanto, deficiencias en la conjugacion y excrecion
biliar de bilirrubina (2).

Dentro de las hiperbilirrubinemias no conjugadas de
origen genético se distinguen distintas entidades clini-
cas, entre ellas el sindrome de Gilbert (OMIM: 143500),
el sindrome de Lucey-Driscoll o hiperbilirrubine-
mia neonatal transitoria (OMIM: 237900), el sindrome
de Crigler-Najjar tipo 1 (OMIM: 218800) y el sindrome
de Crigler-Najjar tipo 2 (OMIM: 606785), todas ellas de
herencia autosémica recesiva (2,4).

El sindrome de Gilbert es la forma mas frecuente y
benigna de ictericia hereditaria. Generalmente se ma-
nifiesta con una hiperbilirrubinemia no conjugada leve
e intermitente (inferior a 7 mg/dl) en adultos jévenes
asintomaticos.

El sindrome de Lucey-Driscoll es un raro trastorno
caracterizado por una hiperbilirrubinemia neonatal

transitoria severa asociada a kernicterus y paralisis ce-
rebral, con posterior evolucion hacia la resolucion es-
pontanea (2).

El SCN es una enfermedad genética rara, de la que
han sido descritas dos tipos: el SCN tipo 1 (SCN1), que
es laforma mas grave, y el SCN tipo 2 (SCN2) o sindro-
me de Arias (4). EIl SCN1 se caracteriza por un déficit
total de la enzima UGT1A1, una alta tasa de mortali-
dad asociada a Kernicterus y ausencia de respuesta a
la terapia de induccion con fenobarbital. EIl SCN2 es un
trastorno benigno similar al sindrome de Gilbert que
cursa con déficit enzimatico parcial, menor riesgo de
kernicterus y respuesta al tratamiento con fenobarbi-
tal (5,6).

Desde un punto de vista clinico, una diferencia im-
portante entre estas entidades es el grado de hiperbili-
rrubinemia no conjugada y la respuesta a la induccién
con fenobarbital, aunque a veces la diferenciacion ba-
sada en la concentracidn de bilirrubina sérica es dificil
al tratarse de un parametro fluctuante bajo ciertas con-
diciones (6-8).

En el SCN1 los niveles de bilirrubina total general-
mente oscilan entre 20 y 50 mg/dl y no hay respuesta
al tratamiento con fenobarbital, ya que la enzima UG-
T1A1 esta ausente. En el SCN2 los niveles de bilirrubi-
na habitualmente no superan los 20 mg/dl y, debido
a que se conserva cierta actividad enzimatica, existe
una respuesta de disminucién de los niveles séricos de
bilirrubina superior al 30 % tras la induccién con feno-
barbital (3).

No obstante, el diagndstico definitivo del SCN es
el diagndstico genético (4). Desde un punto de vista
molecular, el SCN2 suele estar causado por variantes
genéticas patogénicas de tipo missense que provocan
la sustitucién de un solo aminoacido y cambio en la
pauta de lectura, cuya consecuencia es una reduccién
de la actividad enzimatica UGT1A1, mientras que el
SCN1 generalmente se asocia a varias mutaciones de-
letéreas (2).

Debido a que las opciones terapéuticas y el pronosti-
co del SCN varia en funcion de la entidad clinica de que
se trate, es importante realizar un correcto diagndstico.
Al tratase de un trastorno autoséomico recesivo, los pa-
cientes que sufren la enfermedad son homocigotos o
heterocigotos compuestos (9,10).

En el caso que presentamos, el recién nacido habia
presentado una ictericia severa con cifras de bilirrubina
en rango exanguinotransfusion, sin clinica neuroldgica
asociada, y con una adecuada respuesta a fenobarbital
que se ha mantenido durante el seguimiento.

El estudio genético ha detectado dos variantes en
heterocigosis compuesta respecto al genoma de refe-
rencia: la variante ¢.1006C >T (p.Arg336Trp), hereda-
da por via paterna, que ha sido descrita y clasificada
como patogénica en pacientes con SCN, y la variante
c.161G>T (p.Gly54Val), heredada via materna, que no
ha sido descrita hasta el momento como patogénica
en esta enfermedad. No obstante, al tener muy baja
frecuencia en la poblacion control y detectarse en

[Rev Med Lab 2020:1(1):25-28]
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heterocigosis compuesta con otra variante patogé-
nica, se puede considerar como probablemente pa-
togénica. Por tanto, el diagndstico de SCN2 es muy
probable.

En cuanto al asesoramiento genético, una vez iden-
tificadas las variantes genéticas de interés, el riesgo
para esta pareja de tener otro hijo con sindrome de Cri-
gler-Najjar es del 25 %. El diagnostico prenatal o preim-
plantacional del SCN2 no esta indicado, ya que se trata
de una entidad con buen prondstico, que no causa de-
terioro cognitivo o motor en la infancia, y de evolucién
favorable con tratamiento adecuado.

La identificacidn de las variantes patogénicas detec-
tadas en el estudio genético permite realizar la carac-
terizacion del sindrome sospechado y la confirmacion
diagnodstica. Incluso podemos apoyarnos en las nove-
dosas herramientas basadas en algoritmos para pre-
decir la patogenicidad de una variante no descrita. En
nuestra opinién, todo ello es fundamental para conti-
nuar profundizando sobre el SCN y las nuevas terapias
génicas que se desarrollaran en el futuro.

PUNTOS A RECORDAR

— EI SCN es un trastorno hereditario autosémico re-
cesivo causado por mutaciones en el gen UGT1A1.

— Las personas con SCN sufren una acumulacion de
bilirrubina que provoca ictericia al nacimiento o en
la infancia.

— Enel SCN2 los niveles de bilirrubina generalmente
no superan los 20 mg/dl y presenta un curso be-
nigno con tratamiento adecuado.

— El estudio genético permite la confirmacion del
diagnéstico de SCN2.

[Rev Med Lab 2020;1(1):25-28]
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CASE REPORT

A 7-month-old infant was brought to the emergency
department of our hospital with fever and respiratory
distress accompanied by cough and nasal mucus. After
clinical assessment, the diagnostic orientation was com-
patible with pneumonia. Apart from these common symp-
toms, there were several clinical signs worth mentioning.

On physical examination, cherry-red spots were
observed all over the thorax, as well as, hypospadi-
as. The results of complementary tests (cranial radi-
ography, abdominal sonography...) also confirmed
macrocephaly, hypotonia, ecchymosis and hepatos-
plenomegaly. Biochemical analysis showed a remark-
able increase in the following parameters: Aspartate
amino transferase (AST) 114 UI/L (VR: 5-34 Ul/L), lac-
tate dehydrogenase (LDH) 1941 UI/L (VR: 120-246 UI/L)
and alkaline phosphatase (ALP) 1632 UI/L (VR: 46-116
UI/L). Blood cell count revealed thrombocytopenia (59
x 10%L). Undoubtedly, the most relevant finding was
the presence of vacuolated lymphocytes (41%) in the
peripheral blood smear (Fig. 1).

Conflicts of interest: The authors declare no conflicts of interests.

All these physical and clinical findings could be sug-
gestive of a mucopolysaccharidosis and point to criteria
of glycogenosis vs. other storage disorders. Therefore,
the study for the differential diagnosis was complet-
ed. In fact, the patient was previously diagnosed with
GM1 gangliosidosis confirmed by a massive sequenc-
ing study. The patient had a homozygous mutation in
the galactosidase beta 1 (GLB1) gene (OMIM*611458)
classified as pathogenic. Unfortunately, he was died 6
months later due to complications of pneumonia and
the aforementioned pathology.

DISCUSSION

GM1 gangliosidosis is a lysosomal storage disorder,
a rare inborn error of metabolism, due to deficiency of
the p-galactosidase enzyme caused by mutations in the
GLB1 gene (1). The incidence of this disease is estimat-
ed to be 1in 100 000-200 000 live births.

GM1 gangliosidosis is classified into 3 types depend-
ing on the clinical phenotype: type 1 (infantile form/
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Figure 1 - A. Vacuolated lymphocyte in a May-Griinwald-Giemsa periphera blood smear from a 7-month-old infant with GM1 ganglio-
sidosis (100x). B. Vacuolated lymphocytes at 50x magnification.

acute) develops in the first 6 months of life and it is
characterized by rapid progressive neurodegeneration,
hypotonia, cherry-red spots, coarse facial appearance,
hepatosplenomegaly, facial dysmorphism, skeletal
dysplasia and often early death by 1-2 years of age.This
is the most common and severe form of the disease.

Type 2 (juvenile form/sub-acute) develops between
the second and the third year of age and shows slow-
er progression presenting with delayed motor devel-
opment and intellectual disability. Type 3 (adult form/
chronic) emerges after 10 years of life and is character-
ized by a progressive extrapyramidal disorder, dystonia
or skeletal involvement. It has been mostly described in
Japanese population (1,2).

Our data reveal that all clinical findings, signs and
symptoms were compatible with a lysosomal stor-
age disease, which were confirmed by genetic study
leading to a GM1 gangliosidosis. Among diagnostic
tools for lysosomal storage diseases are those which
are based not only on enzymatic assays and genetic
screening but also on liquid chromatography-electro-
spray ionization-mass spectrometry (LC-ESI-MS) and
flow-cytometric methods (3).

However, it is very useful in many cases to have bi-
omarkers available and/or to pay attention to certain
findings that allow a quick diagnostic orientation.
In this way, although the examination of peripheral
blood smear cannot be considered as a diagnostic
tool, in this kind of pathology, it plays an important
role. As we can observe in figure 1, the presence of
lymphocytes showing multiple large bold vacuoles
in their cytoplasms is an unusual finding and strong-
ly characteristic of lysosomal storage disorders as
reported Fenneteau et al. (4,5) In this way, it is worth
mentioning that Gasser lymphocytes are typical of
mucopolysaccharidosis and they can be observed in

[Rev Med Lab 2020;1(1):29-31]

Austin disease (mucosulfatidosis) or GM2 ganglio-
sidosis. However, we can discard their presence be-
cause their morphology is characterized by inclusions
within the vacuoles which consist of dark purple large
granules. In our case, the vacuoles are degranulated.
Furthermore, in order to discard also a glycogen stor-
age disease as Pompe disease, we focus again on the
morphology of lymphocytes. In this kind of disorder,
the glycogen within the vacuoles stains positively with
periodic acid-Schiff reagent (6) and the number of vac-
uoles is low.

As vacuolated lymphocytes may occur in many stor-
age disorders as it has been reported, the microscopic
observation of the peripheral blood smear provides im-
portant information since it allows carrying out a first
differential diagnosis.

Thus, cytological abnormalities of leukocytes are a
very valuable aid for having a diagnostic suspicion and
allow a fast performance of complementary tests that
complete the etiological profile.

In conclusion, the prevalence of GM1 gangliosidosis
is low and type 1 has an important mortality associ-
ated. So, the findings in the cytological study of the
present case can be useful for supporting the diagnosis
of gangliosidosis before the definitive established di-
agnosis by biochemical and genetic tests.

ASPECTSTO REMEMBER

— GM1 gangliosidosis is a rare inborn metabolism
disease due to the deficiency of the p-galactosi-
dase enzyme.

— The most common clinical signs are macroceph-
aly, hypotonia, hepatosplenomegaly, cherry-red
spots and/or coarse facial appearance.



Vacuolated lymphocytes, a clinical finding in GM1
gangliosidosis

— Apart from biochemical alterations (AST, LDH and
ALP), the cytological abnormalities of leukocytes
are characteristic of lysosomal storage disorders,
in particular, the vacuolated lymphocytes.

The cytological study of the peripheral blood
smear allows a rapid diagnostic orientation and
provides very useful information to the clinicians.
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El nuevo SARS-CoV-2 (2019-NcoV) pertenece a la fa-
milia de los coronavirus. Se caracterizan por ser virus
esféricos de 100-160 nm de didmetro, con envuelta, y
ARN monocatenario de polaridad positiva. El cuadro
clinico asociado a este virus se denomina COVID-19,
y se caracteriza por la presencia de fiebre y sintomas
respiratorios como disnea y tos, pudiendo desarrollar-
se neumonia. Su periodo de incubacion medio es de
5-6 dias (rango 1-14 dias). El tiempo medio desde el
inicio de los sintomas hasta la recuperacion es de 2
semanas en caso de infecciones leves, pudiendo al-
canzar las 4-6 semanas en casos de mayor gravedad.
Sus vias de contagio son las gotas respiratorias de
mas de 5 micrometros, asi como el contacto directo

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

con pacientes infectados, sus secreciones, o superfi-
cies contaminadas.

La presente infografia constituye un resumen de los
principales aspectos a considerar desde el laboratorio
clinico, abordando aspectos tales como su diagnos-
tico mediante RT-PCR (real time reverse-transcription
polymerase chain reaction), las principales alteraciones
que se reflejan en las pruebas de laboratorio clinico, los
predictores de mortalidad mas representativos, el trans-
porte de muestras bioldgicas (sustancias infeccionas ca-
tegoria B en triple envase P650) y los procedimientos de
seguridad en el laboratorio recomendados para proteger
la seguridad de los profesionales, basados en el manual
de bioseguridad de la Organizacion Mundial de la Salud.
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INTRODUCCION

El nuevo coronavirus SARS-CoV-2 (2019-NcoV) pertenece a una familia de
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virus que causan infeccion en seres humanos y animales, incluyendo aves y
mamiferos. Se trata de una enfermedad zoondtica, cuyo reservorio es el murciélago. Los coronavirus son virus esféricos de 100-160 nm
de didmetro, con envuelta, y que contienen ARN monocatenario (ssRNA) de polaridad positiva de entre 26 y 32 kilobases de longitud. El
cuadro clinico asociado a este virus se denomina COVID-19, y se caracteriza por la presencia de fiebre y sintomas respiratorios como
disnea o tos, pudiendo desarrollarse neumonia, Su periodo de incubacién medio es de 5-6 dias, con un rango de 1 a 14 dias. El tiempo
medio desde el inicio de los sintomas hasta la recuperacion es de 2 semanas en caso de infecciones leves, pudiendo alcanzar las 4-6
semanas en casos de mayor gravedad. Sus vias de contagio son las gotas respiratorias de mas de 5 micrometros o el contacto directo
con pacientes infectados, sus secreciones, o superficies contaminadas. No existe evidencia suficiente acerca de la transmision vertical
del virus, aunque los escasos datos actuales sugieren ausencia de virus en liquido amnidtico, cordén umbilical y leche materna. La
presente infografia constituye un resumen de los principales aspectos a considerar desde el laboratorio clinico, abordando aspectos tales
como su diagndstico, las principales alteraciones que se reflejan en las pruebas de laboratorio clinico, los predictores de mortalidad mas

repr tativos, el transporte de biolégicas y los procedimientos de seguridad recomendados en el laboratorio.
. SOSPECHA DE INFECCION
RESUMEN Guia
% ﬁ . — Cuadro clinico compatible con Persona con un cuadro clinico
3 : & mlnm Prueba de Eleccion Infeccién Respiratoria Aguda de infeccién respirgtolrial aguda
& s que se encuentre hospitalizada o
. IPruet.‘a de :.?rlb:d:. que cumpla criterios de ingreso
nMunocroma £ :
B deteccion de ..f.ﬂ'm hospitalario
;4 -
S > Estadio Pardmetros B
—— e s glnicosya Persona con un cuadro clinico de
» Prondstico laboratorio

=) infeccién respiratoria aguda de cualguier gravedad
; que pertenezca a alguno de los siguientes grupos:

. Personal sanitario o sociosanitario
V v . Otros servicios esenciales
n _ inmunolégico para pro
Exitus \ 28;385(10229)1064- 106
>
Inmunocromatografia de

Recuperacién >

ANTICUERPOS G/ Clinica asociada  gypectoracien: 27-34%
1) Flebre: 77.08%  Mialgias: 11-44%

Tos seca: 46-82%  Cefalea: 7-14%

Bioseguridad Disnea: 3-31% Diarrea: 2 -10%
Fatiga: 11-52% Anosmia / disgeusia: descrito

Redibujado de: WHO. Report of the WHO-China Joint Mission on Coronavirus Disease OVID-18) 2020
Evolucién de la enfermedad l
Contagioso
% ®
Infeccién asi ati Sl Inmune

Enfermedad leve sin
Infeceitn subel erepitan Leve Inmune
mwhwl:'::znmh Iwnum B sintomas
[ &

Enfermedad grave

Sin
sintomas m e giseean:
®

o
— .

012 34567 8 910 1112 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Dias de infeccién

[Rev Med Lab 2020;1(1):32-37]



34 Asociacion Espanola de Biopatologia Médica - Medicina de Laboratorio (AEBM-ML)

ACET\; COVID-19 | Perspectiva desde el Laboratorio Clinico

D Pineda Tenor, E Rodriguez Borja, F Gascon Luna, M Pacheco Delgado, MC Lorenzo Lozano, E Prada de Medio,

s s B Uin

———— F Bandrés Moya, V Cémara Hernandez, V Marcos de Ia Iglesia, M Garcia-Alcaléd Hernandez, S Prieto Menchero. /4

DIAGNOSTICO
Dianas de amplificacion:

rRT-PCR | DRFla|DRF12!mRLrE|N
La técnica de confirmacién de casos o o0 10000
COVID-19 se basa en la deteccion de e e
secuencias Unicas de RNA viral
mediante amplificacion de material ORF 1a

genético por rRT-PCR (real time
reverse-transcription polymerase chain
reaction), siendo necesario para  coreneral B s 2
alcanzar un diagnéstico la realizacion ~ fedbusde o The coving
de una PCR de screening y una PCR
de confirmacion en un gen alternativo.

Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social. Documentos técnicos para profesionales. Coronavirus
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Muestras rutinarias de Laboratorio Clinico

Biogquimica, hematologia, inmunologia, anatomia patolégica, microbiologia

El personal que manipule muestras clinicas rutinarias (bioguimica, hemograma, orina,
serologia) de pacientes diagnosticados o bajo sospecha de infeccién por SARS-CoV-2
deberan seguir las pautas estdndar y recomendaciones generales de bioseguridad
eslablecidas para los laboratorios de nivel BSL-2. Los delalles de estas normas
pueden ser consultadas en el manual de bioseguridad en el laboratorio de la
Organizacién Mundial de la Salud.

Equipo de proteccion individual estandar
Guantes desechables
Bata de proteccion
Gafas antisalpicaduras (si riesgo de salpicadura)
\_Mascarilla (si riesgo de aerosoles o contacto cercano con personal/pacientes) _

Campana de seguridad biol6gica (BSC) de clase Il

Cualquier muestras susceptible de generar aerosoles de particulas finas (vortex,
sonicacién de muestras en tubo abierto). Emplear en estos casos dispositivos de
contencion fisica adecuados (rotores de centrifuga adecuados, cubetas de seguridad
para la centrifuga, rotores sellados). Los rotores seran cargados y descargados dentro
de la cabina de seguridad

Alicuotar ylo diluir muestras

Inactivacién de muestras

Inoculacion de medios de cultivo bacterianos o micoldgicos

Preparacion y fijacién quimica o térmica de frotis para analisis microscopico.

TRANSPORTE DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Categorizacion

Las muestras bioldgicas procedentes de pacientes Infectados o con sospecha de
infeccién por el SARS-CoV-2 son clasificadas como sustancias infecciosas de
categoria B

Embalaje de las muestras

Sequir la instruccion de embalaje PG50 del Acuerdo ADR que se aplica a la
norma UN 3373 para el embalaje de sustancias peligrosas:

Triple envase robusto y a prueba de fugas, con capacidad del recipiente primario
no superior a 1 litro y un volumen enviado que no exceda los 4 litros o Kg por
paquete. No computa el peso

— sdaT F Bandrés Moya, ¥V Camara Hernandez, V Marcos de la lglesia, M Garcia-Alcala Hernandez, S Prieto Menchero. /4
Blos EGU R IDAD Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social. Documentos lecnices para
profesionales. Coronavirus / Manual de bioseguridad en sl labomatorio. OMS

Después de procesar las
muestras, se descontaminaran las
superficies de trabajo y el equipo
con los desinfectantes
hospitalarios habituales

Vida media en aerosol 2, 7h

Pléstico

inoxldahle

Carton

TN cobre

Viabilidad y capacidad infecciosa
sobre diversas superficies (horas)

Deralemen et al

N Engl J Med. 2020 Mar 17

del hielo seco para refrigerar las Medio de Transporte Condiciones de transporte:
muestras ROy mumy de Virus Muestra biolégica categoria B
El triple envase constara de: l::&?"‘_-_:: T o S Eeeeryrerrsyeemormeen
| Exudado nasofaringeo/orofaringeo 5 Refri do a3 49C en 24-48h
1. Recipiente primario estanco g
2. Embalaje secundario estanco '\SP"‘dt’ﬂa‘ﬂdﬂ "awf?ffﬂsw No Refrigerado a 42C en 24h
3. Embalaje exterior rigido | Lavado brc h No Refrigerado a 4°C en 24h
| Aspirado endomqueai No Refrigerado a 42C en 24h
El hielo o hielo seco empleado | Esputo No Refrigerado a 4¢Cen 24h
para refrigerar la muestra nunca | Otras muestras
:::r:‘;::;l intarior del embalsje ! Suero (2 muestras en fases aguda y
La informacién que acompafia a :::V:;e:xn:;r ES— No Refrigerado a 44C
las muestras debe colocarse | P
entre el embalaje secundario y el | - —
embalaje exterior. SRt Merer R No Refrigerado a 42C en 24h
i E——— No Refrigerado a 45C
e |°r1"= No Refrigerado  42C
Heces ~ No ~ Refrigeradoad®C
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INTRODUCTION

The new coronavirus SARS-CoV-2 (2019-NcoV) belongs to a family of virus that
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cause infections in human and animals, including mammals and birds. It is
believed to have zoonotic origins, suggesting it emerged from a bat-borne virus. Coronavirus virions are spheres approximately 100-160
nanometres in diameter, with viral envelope. They are positive-sense single-stranded RMNA (+ssRMA) virus, with a single linear RNA
segment of approximately 26 — 32 kilobases in length. The infectious disease caused by this virus is called COVID-19 and its common
symptoms include fever, cough, and shortness of breath that may progress to viral pneumonia. The time from exposure to onset of
symptoms is typically arcund 5 or 6 days but may range from 1 to 14 days. The time from onset of symptoms to full recovery is arcund 2
weeks in the case of mild infections and may reach 4-6 weeks in more severe cases. It is primarily spread during close contact with
infected patients and their secretions, by contaminated surfaces and by small droplets (with a diameter greater than 5 um) produced when
people cough, sneeze or talk. There is no evidence about vertical transmission, although current data suggest virus absence in amnictic
fluid, umbilical cord and breast milk. This document provides a summary of the key aspects to be considered by the clinical laboratory
such as diagnosis, main alterations in laboratory tests, most representative mortality predictors, transportation of biological samples and
safety procedures recommended in the laboratory.

INFECTION SUSPECTED

SUMMARY Guide
ﬁ - - Clinical picture compatible with Clinical picture of
- Diagnosis Gold —Standard Acute Respiratory Failure Acute Respiratory Failure
*3, B— rRT-PCR in an inpatient or a patient with
= Screening Test hospital admission criteria
(=1 Antigen - detection
‘&o Immunochromatography
g ‘
(=] .
o Stage Clinical

RETRLICIEE 2 Clinical picture of Acute Respiratory Failure

Pl'DSﬂGSiS ety of any degree of severity that belongs to one of the

| e @ following groups:
& -  Monitoring . Health or social - health staff

@ of Irnmune status-
Exitus | @

Antobodies - detection
J (IgM/1EG)
Immunochromatography

OCther essential services

Related symptoms  gxpectoration: 27-34%

A7 i Myalgia: 11-44%
;‘:ﬂ% ;::Zu;h?szg.gz% Headache: 7-14%
Dyspnea: 3-31% Diarrhea: 2-10%

Biosafety

Referances

Fatigue: 11-52%  Anosmia / dysgeusia: described

Evolution of the disease l
Contagious
. g

. ]
No
Asymptomatic infection symptoms Immune
[ 9
Mild disease N itd
Subdinic Infection, Acute mnm Falture, Immune
Cracklng breath sounds, Midprieumonia, i it

Severe disease

Hospitalization Immune
cxrrors | AN e
wmptoms H ICU / Ventilation %

012 34567 8 910 1112 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Dias de infeccién
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DIAGNOSIS
Amplificati :
rRT-PCR | ORF ey o 101 Rewp 161N
L]
The standard method of testing COVID- [ sa00 ™ e om0 e
19is based on detection of unique RNA S =7~ T

viral sequences through amplification of | A
genetic material by rRT-PCR (real time onr 18 P
reverse-transcription polymerase chain

reaction). In order to achieve a

complete diagnosis, two PCR reactions ofrnar ebal, Euro Swvelll 2020 Juh 1:25(3
must be performed (screening and "o TR R sry: hitps/thepathologist
confirmation in an alternative gene).

Reference

Symptams .
é 3 - e —— specimens
5,6-3,9 copies 1 reaction {WHO)
iagnostic § Feods iy o Upper tract
Performance sl & Nasopharyngeal and
= % Diagnostic oropharyngeal swabs in
Bronchoalveolar lavage = window ambulatory patients.
fluid 93% .
Sputum 72% l Lower tract
Nasal swabs 63% S Lower respiratol
Fibrobronchoscope - : 5 i s &
; specimens (sputum and/or
brush biopsy 46% 10 P o ¥ 10 2 ; i endotracheal
s':er?gz?:ﬁ swabs 32% Days from symptom onset aspirate or bronchoalveolar
Blood: 1% bl gt False Negative lavage) in patients with
Urine: 0% severe respiratory disease
amg of 3 LANAD Reference: Lippi et al. Clin Chem Lab Med. 2020 Mar 15;0(0)
A A sensitivity and specificity greater than 70% is highly Im munoc h romatog ra phy
- recommended for rapid tests.

. . ' Rapid Test: IgM/IgG Antibodies
Rapid Test: VViral Antigens Reference specimen: Serum, Plasma or Blood
Reference specimen
Nasopharyngeal swabs or Deep sputum _ IgM (5-7 days from symptom onset) and IgG (14 days
& from symptom onset) detection

. : : . p— Useful for Assessment of immune status
Viral protein antigen detection. u

Useful for initial screenin . i
s Not recommended for initial screening due to the

Lower diagnostic performance than rRT-PCR 6 window period (time from infection to antibodies
onset)

SARS CAV-2 ANE
BN

Referdr SO -19 TghA Rapid diagr Buespandi Ruager oA
- amibady Test Results
Window Periad Rise Fall Recovery = . Probable Clinical Significance
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BIOSAFETY

Cllnlcal Laboratory: Routine Samples

Biochemistry, Hematology nunclogy, Microbiology and Ane al Pathology
Persmnel handling routine clinical sampies (biochemistry, hernatology urine, serology)
of diagnosed patients or under suspicion of SARS-CoV/-2 infection, must follow biosafety
standard guidelines and general recommendations established for Biosafety Level 2
(BSL-2) laboratories. All the details concerning these guidelines can be consulted online
in World Health Organization (WHO) Laboratory Biosafety Manual.
https:Avww who.intesriesource s/publications/biosafely/Biosafety 7. pdf

Following sample processing, all
work surfaces and equipment will
be decontaminated using the usual
disinfectants

Standard Individual Protection Equipment (IPE}_'\‘
Disposable gloves
Protection gown
Safety splash googles (if there is a risk of splashing)

Aerasol Half — Life 2 7h

Plastn:

Mask (if there is a risk of aerosols or direct contact with patients/people)

Biological Safety Cabinet (BSC) Class Il

Any sample likely to produce aerosols containing small droplets (vortex, sample
sonication in a open tube). Appropriate sealable centrifuge rotors and sealable buckets
must be employed. Rotors will be loaded and unloaded inside the biclogical safety
cabinet.

Samples dilution and aliquoting

Inactivation of samples

Inoculation of bacterian or mycological culture media
Preparation and chemical or thermal fixation of smear tests

-~

Stainless
Steel

Cardboard

IZTM Copper

Viability and infectivity on various
surfaces (hours)

>4

TRANSPORTATION OF BIOLOGICAL SPECIMENS

Categorization
Biological specimens from infected patients or under suspicion of infection by SARS-
CoV-2 will be classified as infectious substances category B

Specimen Packing

Infectious substances subclassified as Category B (UN 3373) and packaged in
accordance with Packing Instruction P650 may be considered safe and compliant
for all modes of transportation:

Robust and leak proof Basic triple packaging. The primary receptacle capacity
won't be more than 1 liter. Total packaging won't exceed 4 liters or kilos. Dry ice
won't be considered in the total

weight. S BarianE Virus Transport Transport conditions:
B Medium Biological specimen Category B
The triple packaging system must
comprise three layers: R“Fhmmp_'d"_'e"’ N . . W
Nasopharyngeal and oropharyngeal Refrigerated {4 2C) in 24 - 48
Yes
1. Impermeable primary receptacle swabs hours
2. Impermeable second layer Nasopharyngeal lavage/aspirate No Refrigerated {4 °C) in 24 hours
3. Rigid third layer Bronchoalveolar lavage No Refrigerated (42 C) in 24 hours
Endotracheal aspirate No. Refrigerated (4 °C) in 24 hours
. . . i P
m ice or ice must be contained SDUtum ND Mﬂgeramd (a C].m 2‘ hour:.
only on the primary receptacle. Other samples
. ’ Serum (2 samples in acute phase and =
All the simple related information convalescence, 14-30 days respectively) Ne Refrigerated {4 2C)
must be placed between the 'y yng piopsy/necropsy No Refrigerated (4 °C) in 24 hours
second and the third layer. Total blood No Refrigerated (4 2C)
Urine No Refrigerated (4 2C)
Feces No Refrigerated (4 2C)
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INTRODUCCION

El pseudoquilotorax o derrame pleural quiliforme se
caracteriza por tener aspecto turbio o lechoso debido a
un alto contenido en lipidos. Las dos causas mas fre-
cuentes son la tuberculosis y la artritis reumatoide.

La mayoria de los pacientes padecen derrames pleu-
rales de larga evolucidn. El colesterol presente en el
espacio pleural esta asociado a lipoproteinas de alta
densidad (HDL). La presencia de niveles de colesterol
en el liquido pleural por encima de 200 mg/dl es muy
sugestiva de pseudoquilotorax.

CASO CLiNICO

Un paciente varén no fumador de 80 anos y con 20
anos de historia de artritis reumatoide, fue ingresado
por aparicién de disnea grave y tos en los ultimos 3
dias.

En el examen fisico se revelé derrame pleural dere-
cho.

Se diagnostico de pseudoquilotérax por toracocente-
sis con engrosamiento pleural.

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

En la bioquimica del liquido pleural se observaron
concentraciones elevadas de colesterol.

En la imagen de la figura 1 se observan abundan-
tes estructuras cristalinas correspondientes a cris-

Figura 1 - Cristales de colesterol en liquido pleural.
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tales de colesterol. Las imagenes que presentamos
corresponden a un analizador destinado al estudio de
sedimento urinario por andlisis de fotografia a 400
aumentos. El estudio microscoépico del liquido mos-
tré cristales de colesterol con placas romboideas y
con esquinas cortadas. Aparecieron con forma lami-
nar, incolora, transparente e irregular. Se decidid ob-
servar en el analizador de sedimentos con luz clara
y contraste de fases, observandose claramente los
cristales que confirmaron el diagndstico. No es el uso
habitual de estos analizadores pero pueden ayudar
a una mejor observacién de estas estructuras poco
frecuentes.
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