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Especificaciones de la calidad. ;/Quo vadis?

La necesidad de fijar un requisito de la calidad para la realizacidon de andlisis clinicos ligado al intervalo de refe-
rencia fue expresado por D. B.Tonks (1) hace mas de cinco décadas. El recomendé que el error permitido para un
analisis no deberia ser mayor que una cuarta parte del intervalo de referencia. Cinco anos después, R. N. Barnet
(2) definio la calidad deseada en forma de la desviacion estandar dirigida a la precision y obviando la veracidad.
En 1976 el Colegio de Patdlogos Americano convocé una conferencia sobre los objetivos de la calidad en el labo-
ratorio clinico (3), en la cual se trato la propuesta de Error Total de J. O. Westgard como criterio de aceptabilidad,
siendo la que finalmente con el paso del tiempo fue adoptada por el conjunto de los laboratorios. En 1989, C. Fra-
ser (4) propuso el modelo de variacién biolégica que permitia obtener valores de Error Total maximo en funcion
de la variabilidad intraindividual. En 1999, C. Ricds (5) confeccion6 una base de datos que agrupaba un niumero
importante de estudios de variacion bioldgica y sintetizaba una propuesta de especificaciones de la calidad (EC)
para mas de 300 mensurandos.También en 1999, la conferencia de Estocolmo (6) llegd a un consenso en donde se
establecia una jerarquia de modelos para la seleccion de especificaciones de la calidad. En 2008, la Comision de
Expertos interdisciplinar en Especificaciones de la Calidad (CEIEC) empez6 a publicar las especificaciones minimas
de consenso fundamentadas en el estado del arte (7). En 2014 en la reunion de Milan (8), el consenso de Estocolmo
fue revisado y simplificado a una jerarquia de tres modelos que se recomendaba que fuesen seguidos:

— Modelo 1. Fundamentado en el efecto de las prestaciones analiticas sobre los resultados clinicos.

— Modelo 2. Fundamentado en los componentes de la variacién bioldgica del mensurando.

— Modelo 3. Fundamentado en el estado del arte.

La European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM) ha creado un grupo de trabajo
especifico para revisar las EC fundamentadas en la variacion biolégica dando lugar a unos criterios (9) para la
seleccion de fuentes de calidad para la obtencion de los valores de variacion bioldgica interindividual e intraindi-
vidual y posterior calculo de la EC (10).

Aparentemente el camino tedrico estad perfectamente definido, sin embargo, la practicabilidad no se ha demos-
trado; en una encuesta ad hoc, abierta y anénima, en la que han participado 285 profesionales del laboratorio,
preparatoria para un curso sobre EC a desarrollar en el XV Congreso Nacional del Laboratorio Clinico de 2021, las
contestaciones recibidas formulan un nimero importante de preguntas y afirmaciones equivocas respecto a lo
que son las EC y su seleccién, probablemente debido a una serie de hechos:

a) Cualquier laboratorio estara de acuerdo en que su objetivo es dar informacién clinicamente util y por ello
las EC deben estar alineadas con ese objetivo. La pregunta subyacente es: ;qué es clinicamente util? El
acuerdo de Milan sugiere que el laboratorio debe conocer cuéales son sus objetivos y en funcion de ellos
debe elegir el modelo mas alto de la jerarquia. Sin embargo, no es facil poner sobre el papel el objetivo del
laboratorio para cada mensurando.

b) En Espafna no es obligatorio cumplir con ninguna EC.

c) Se confunde el concepto de objetivo de la calidad frente al de EC. La existencia de la EC esta intimamente
ligada a su cumplimiento. Si no se puede cumplir no debe de ser seleccionada. No tiene sentido, bordear
tedricamente la incapacidad de cumplir con unas EC, creando un indicador de la calidad para ver las veces
que se cumple o no una determinada EC.

d) El nimero de publicaciones sobre el primer modelo propuesto por el Acuerdo de Milan es muy escaso. No
existe una metodologia contrastada de como deben ser obtenidas.

ISSN (electrénico): 2660-7638 - ISSN (papel): 2660-7484 ©AEBM-ML (2021) - ®AEFA (2021) - ®Aran Ediciones, S.L. (2021)
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e) Pese al enorme esfuerzo de la EFLM para la normalizacion del modelo de variacion biologica, siguen exis-
tiendo un nimero limitado (232 en agosto de 2021) de EC para los mensurandos y se producen cambios en
los valores de EC publicados en cortos espacios de tiempo (11). Ademas, debe senalarse que los calculos
permiten obtener tres valores de especificaciones; minima, deseable y éptima fruto de unos factores que
dan lugar a esos valores, que son arbitrarios aunque conocidos y transparentes.

f) En el Acuerdo de Milan ha desaparecido referencia alguna a EC preceptivas (12-14). Si bien es cierto que
las EC preceptivas estan pensadas para proteger al ciudadano de la mala praxis, también es cierto que han
sido hasta la fecha, referencia para bastantes laboratorios que las adoptaban, maximo cuando en nuestro
pais no se han definido EC preceptivas.

g) El estado del arte tiene una definicion no estandarizada y por lo tanto los valores que se obtienen tienen
una dosis de arbitrariedad S. Sandberg (7) sugiere que “son el nivel mas alto de prestaciones analiticas
técnicamente alcanzable” o “alternativamente, el desempeno analitico alcanzado por un determinado por-
centaje de laboratorios’] pero no cita ese porcentaje, mientras que para el CEIEC “es la informacién que
caracteriza a las prestaciones de los sistemas analiticos de un grupo de laboratorios seleccionados, en un
periodo de tiempo determinado”; tampoco cita el % de laboratorios, pero si indica que es el valor de EC
capaz de ser cumplido por el 90 % de los laboratorios cuando procesan en 75 % de las muestras (15).

h) Para un % importante de mensurandos, las EC fundamentadas en el estado del arte calculadas por la CEIEC
(16) son mas estrictas que las EC con el modelo de variacién bioldgica (10).

Ante lo expuesto y ante la pregunta: EC ;Quo vadis?, lo mas probable es que a medio plazo:

a) Siga sin ser obligatorio en Espana cumplir unas EC minimas, debido a que ello significaria reconocer que
hay una calidad minima exigible e implicaria un coste anadido a las prestaciones de los laboratorios clini-
cos, idea alejada de la vision mercantilista de los gestores sanitarios actuales.

b) Los diferentes modelos de obtencion de EC seguiran produciendo valores probablemente mas robustos.

c) Hay que abandonar la idea de un listado Unico de EC, cientificamente avalado, obtenido de un Gnico mo-
delo.

La mejor recomendacidon que se puede hacer a los laboratorios clinicos es ser lo mas pragmaticos posibles. Ello
implica:

— Seleccionar sus objetivos como laboratorios.

— Ser congruente y consecuente con esos objetivos.

— Cumplir como minimo con las EC minimas obtenidas por el CEIEC (17).

— Utilizar el Acuerdo de Milan como referencia en la seleccion de las EC de una forma critica, no como un es-
tandar o norma. Esto conllevaria emplear jerarquicamente el modelo 1 (prestaciones clinicas), 2 (variacidon
bioldgica) y 3 (estado del arte).

— Si la tecnologia lo permite, elegir las EC basadas en el estado del arte en el caso de que sean mas estrictas
que las obtenidas por el modelo 1 o 2.

Jorge Matias Morancho Zaragoza, Joan Batista Castellvi, Angel Salas Garcia,
Enrique Prada de Medio, Maria Elena Redin Sarasola, Francisco Ramon Bauza

Comité de Expertos Interdisciplinar de Especificaciones de la Calidad
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Introduccion: la infeccion por el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 ha dado
lugar a una rapida proliferacién de pruebas serologicas para la deteccidon
de anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2. El objetivo de este tra-
bajo fue la realizacién de un estudio comparativo de cinco técnicas serolo-
gicas comerciales para la deteccidon de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2.

Material y métodos: la variedad de test seroldgicos disponibles que uti-
lizan diferentes tipos de ensayos, distintos tipos de anticuerpos y dianas
antigénicas y la falta de estandarizacién internacional, hace necesario una
evaluacion de los diferentes test actualmente disponibles con el fin de
determinar, si existen diferencias significativas entre ellos y por lo tanto, si
son intercambiables. Se realizd una seleccion de 176 muestras para com-
parar los resultados cuantitativos y cualitativos de los anticuerpos obte-
niéndose unos resultados intercambiables Unicamente a nivel cualitativo.

Resultados: se encontraron muestras con resultados discrepantes entre
las diferentes técnicas evaluadas, pero aplicando los conocimientos de los
ultimos estudios publicados y tras realizar un diagnéstico de laboratorio

Conflicto de intereses: los autores declaran no tener ningtin conflicto de interés. DOI: 10.20960/revmedlab.00075
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Estudio comparativo de cinco técnicas seroldgicas comerciales
para la determinacién de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 y su interpretacion

Keywords:
SARS-CoV-2. Anti-SARS-CoV-2 IgG
antibodies. Serological methods.

personalizado y evaluar los diferentes métodos serolégicos se obtuvo una
correcta evaluaciéon para la mayoria de los pacientes incorporados en el
estudio.

Conclusiones: el diagndstico serologico es una herramienta muy util para
conocer el estado epidemioldgico de la poblacién en cualquier situacion
y evaluar la repuesta a la inmunizacion. Ademas, la realizacion de infor-
mes interpretativos del estudio seroldgico por parte del Servicio del La-
boratorio Clinico proporciona ayuda en el manejo de los resultados de los
pacientes.

ABSTRACT

Background: infection with the novel SARS-CoV-2 coronavirus has led to
a rapid proliferation of serological tests for the detection of specific anti-
bodies against SARS-CoV-2.The aim of this study is to compare five com-
mercial serological techniques for the detection of IgG antibodies against
SARS-CoV-2.

Material and methods: the variety of serological tests available that use
different types of tests, different types of antibodies and antigenic targets,
and the absence of international standardization, makes it necessary to
evaluate the different tests currently available in order to determine if
there are significant differences between them and therefore, if they are
interchangeable. A selection of 176 samples was compared the quantita-
tive and qualitative results of the antibodies, obtaining interchangeable
results only at the qualitative results.

Results: samples with discrepant results were found between the different
techniques evaluated, but applying the knowledge that has been incor-
porated in the latest studies and after making a personalized laboratory
diagnosis and evaluating the different serological methods, a correct eval-
uation was obtained for most of the patients incorporated into the study.

Conclusion: serological diagnosis is a very useful tool to know the epide-
miological status of the population in any situation, to allow evaluating
the response to immunization. In addition, the performance of interpretive
reports of the serological study by the Clinical Laboratory Service pro-
vides assistance in the management of patient results.

INTRODUCCION

region RBP, mientras que S2 es necesaria para la fusién
de la bicapa lipidica viral con la membrana celular (2).

La infeccion por el nuevo coronavirus SARS-CoV-2,
causante de la pandemia actual, ha supuesto un gran
impacto sanitario y socioecondmico a nivel mundial.
A diciembre del 2020, y segun la Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS), es el responsable de mas de
82 millones de personas infectadas en todo el mundo,
con mas de 1,8 millones fallecidos. En Espana, se han
detectado mas de 1,6 millones casos (1).

Las particulas virales del SARS-CoV-2 se componen
de una nucleocapside proteica (N), dentro de la cual se
encuentra una molécula de ARN de polaridad positiva
que constituye el genoma viral, la cual estad rodeada de
una envoltura lipidica donde se inserta la proteina spike
(S), que interacciona con el receptor de la enzima con-
vertidora de angiotensina tipo 2, a través del dominio de
unién al receptor (RBP). La proteina S presenta dos do-
minios diferenciados, S1y S2. La regidon S1 contiene la

Actualmente son objeto de estudio los mecanismos
de respuesta humoral ante el SARS-CoV-2 (3) y, aunque
no se conocen en detalle, existe evidencia de que la in-
feccion COVID-19 produce una respuesta inmunogénica
distinta segun factores dependientes del paciente y de la
enfermedad (estado clinico del paciente, gravedad, du-
racion de la enfermedad, edad, etc.) (4). Los anticuerpos
dirigidos contra la proteina S tienen capacidad neutrali-
zante y son la diana habitual de las vacunas. La proteina
N es altamente inmunogénica y los anticuerpos dirigi-
dos contra ella, aunque no se conoce en detalle su fun-
cién, suelen tener un pico alrededor de los 14 dias tras el
inicio de los sintomas (5). La duracién de la inmunidad
frente al SARS-CoV-2 continda en investigacion, aunque
existen estudios que demuestran la disminucion de la
cantidad de anticuerpos a lo largo del tiempo, también
existen evidencias de su permanencia (6,7).
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La realizacion de pruebas serolégicas permite identifi-
car a personas que hayan estado en contacto con el virus
y hayan respondido frente a este, o estén en proceso. Los
datos disponibles indican que hasta el 94 % de los pa-
cientes son capaces de responder produciendo inmuno-
globulinas hacia el dia 14 tras el inicio de los sintomas (8).

Hemos asistido a una rapida proliferacion de pruebas
serologicas para la deteccidén de anticuerpos especifi-
cos contra el SARS-CoV-2 (9), pero la ausencia de unos
requerimientos establecidos por las distintas entidades
internacionales ha dado lugar a una alta variedad de
test, con distintos formatos, detecciéon de diferentes
tipos de anticuerpos, diversas dianas antigénicas y la
utilizacion de diferentes especimenes (10).

La Food Drug Administration publicé una politica de
control de estos test para la obtencién de una autori-
zacion rapida a partir de estudios de las empresas de
diagnostico in vitro (10). En revisién a posteriori, se han
retirado un total de 252 (11).

Existen recomendaciones sobre la utilizacién de es-
tudios seroldgicos, pero no existe un consenso global.
La Diseases Society of America establece cuatro esce-
narios posibles donde pueden ser de utilidad (12):

1. Pacientes con sintomatologia sugerente de SARS-

CoV-2 con deteccidon de ARN viral negativa.

2. Seleccion de posibles donantes de plasma.

3. Evaluacion de respuesta tras vacunacion.

4. Estudios epidemioldgicos.

Recientemente se ha publicado un estudio multicéntri-
co, en el que 51 laboratorios comparando 125 métodos,
han establecido un estandar internacional para facilitar
la estandarizacion de los métodos seroldgicos (13).

OBJETIVO

Realizacion de un estudio comparativo entre cinco
técnicas seroldgicas comerciales para la deteccién de
anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2, con el fin de deter-
minar si existen diferencias significativas entre ellos, y
por lo tanto, si son intercambiables.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé una seleccion de 176 muestras de suero que
habian sido procesadas durante los meses de abril y
mayo de 2020 en el en el Servicio del Laboratorio Clinico
del Hospital Universitario de Fuenlabrada. Las muestras
correspondian a 176 pacientes, 69 hombres y 107 muje-
res, con una edad comprendida entre 20 y 95 afos con
una mediana de 51 anos, 119 con resultado de la detec-
cion de RNA viral SARS-CoV-2 negativo y 57 positivo.

El estudio fue revisado y aceptado por el Comité de
Etica de nuestro hospital.

Todas las muestras fueron congeladas a -80 °C, rea-
lizandose Unicamente un proceso de descongelaciéon y
un analisis Unico simultaneamente para los cinco in-
munoensayos.

[Rev Med Lab 2021:2(2):50-58]

La técnica utilizada de manera rutinaria en nuestro
laboratorio durante el tiempo en que se realizo el estu-
dio es el test 2019-nCoV IgG de MAGLUMI® (test A), los
resultados de este ensayo fueron comparados con el
test TGS COVID-19 IgG Menarini® (test B), el test Access
SARS-CoV-2 IgG de Beckman® (test C), el test SARS-
CoV-2 S1/S2 IgG de LIASON® (test D) y el test Elecsys
Anti-SARS-CoV-2 (anticuerpos totales IgG, IgM e IgA)
de ROCHE?® (test E). Las caracteristicas detalladas de
cada uno de los ensayos se muestran en la tabla I. Se
dispone de mas informacion en los inserts facilitados
por los fabricantes (14-18).

Los resultados de los anticuerpos se obtienen en uni-
dades arbitrarias (UA), debido a la falta de un estandar
internacional que permita cuantificar la concentracion
de los mismos.

Ademas, a partir del estudio presentado por Giusep-
pe Lippi y cols. (19) que asumia como valor positivo re-
sultados superiores a 1,1 UA, en nuestro laboratorio se
decidio establecer una zona gris que comprendiera un
10 % de variacién con respecto al punto de corte 1,0 UA
(desde 0,9 a 1,1 UA) como valores indeterminados.

El analisis estadistico se realizo utilizando el progra-
ma estadistico MedCalc® 19.8 (MedCalc Software, Os-
tende, Bélgica).

Se abordo el estudio analizando por un lado los re-
sultados cuantitativos obtenidos por los distintos ensa-
yos utilizados y, por otro lado, de modo cualitativo, con
la interpretacion de los resultados de los anticuerpos
como positivo y negativo.

El estudio de los resultados cuantitativos se reali-
z6 segun la Guia de Consenso EP09-03 (Clinical and
Laboratory Standards Institute) dirigida al estudio
de comparacion de métodos utilizando muestras de
pacientes (20). Se realizo el analisis de outliers y tras
esto, la regresién lineal no paramétrica de Passing-Ba-
block y el grafico de Bland-Altman excluyendo el mé-
todo E debido a que mide la cantidad de anticuerpos
totales (IgG, IgM e IgA). Por otro lado, el anélisis de los
cualitativos se realizd de los cinco ensayos mediante
el indice de concordancia kappa y el test de chi-cua-
drado, todos ellos estableciendo un nivel de significa-
cion del 95 %.

RESULTADOS

Para el estudio de los resultados de manera cuanti-
tativa se realizé el estudio de regresion de Passing-Ba-
blok y los métodos graficos de Bland-Altman. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla Il y en las
figuras 1y 2.

Por otro lado, se realizo el estudio de los resultados
cualitativos, utilizando la interpretacion de positivo, ne-
gativo o indeterminado.

Los porcentajes de las muestras que obtuvieron un
resultado positivo, negativo o indeterminado para
cada uno de los test evaluados se puede observar en
la tabla lll.
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Tabla I.

Informacion comercial de los métodos utilizados para la comparacion de los anticuerpos anti-SARS-CoV-2

Test Ensayo Antigeno Empresa Analizador Interpretacion
SARS-CoV-2 diagnéstica de resultados
(recombinante)
2019-nCoV IgG ; i Lzt MAGLUMI® > 1 UA positivo
A A tizado CLIA ProteinaNy S Diagnostica®/ 800 =1 UA neqativo
utomatizado Snibe Diagnostics® 9
TGS COVID-19 IgG . Menarini . o > 10 UA positivo
B Automatizado CLIA Proteina Ny S1 Diagnostics® LS < 10 UA negativo
Access UniCel -
1 UA tivo 0,8-1,0 UA
c SARS-CoV-2 IgG Proteina S1 Beckman Coulter® DxI 800 O L _
Automatizado CLIA Access® indeterminado < 1 UA negativo
SARS-CoV-2 . -
D S1/52 IgG Proteina STy DiaSorin® Lisison®xL > 19 UAPpositivo 1215 UA
Automatizado CLIA S2 indeterminado < 15 UA negativo
Elecsys L.
E Anti-SARS-CoV-2 Biesiieie Roche Cobas e411® > 1 UA positivo

Diagnostics® < 1 UA negativo

Automatizado ECLIA

CLIA: inmunoensayo de quimioluminiscencia, ECLIA: inmunoensayo de electroquimioluminiscencia.

Tabla II.

Ecuaciones de regresion Passing-Bablock con un intervalo de confianza del 95 %

Test B ¢ b
Pendiente 15,333 o oy
A (12,484-19,961) (0,539-0,914) (5,239-78,251)
Ordenada origen 0,593 P e
9 (0,302-1,051) (0,002-0,015) (3,635-3,695)
Pendiente oo oy
- (0,058-0,089) (0,684-0,862)
: -0,055 2,810
Ordenada origen (-0,103- -0,028) (2,602-3,226)
. 7,958
. Pendiente (6,846 -9,128)
3,641
denad i
Ordenada origen (3,617-3,663)

Tabla IlI.

Resultados de los anticuerpos anti-SARS-CoV-2 para los diferentes test

Test Resultados negativos Resultados positivos Resultados indeterminados
A 100 (56,80 %) 75 (42,60 %) 1 (0,57 %)
B 95 (54,00 %) 75 (46,00 %)
© 101 (57,40 %) 73 (41,50 %) 2 (1,10 %)
D 102 (58,00 %) 73 (41,50 %) 1 (0,57 %)
E

97 (55,10 %)

79 (44,90 %)

[Rev Med Lab 2021:2(2):50-58]
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Se realizo el indice de concordancia kappa y el test
estadistico chi-cuadrado con un intervalo de confianza
del 95 % entre todos los test evaluados. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla IV.

Por ultimo, se hizo una revisién de las muestras que
presentaban resultados discrepantes entre los test eva-
luados. De las 176 muestras analizadas, 14 muestras

[Rev Med Lab 2021:2(2):50-58]

presentan interpretaciones discrepantes entre los dife-
rentes test, los valores obtenidos para cada una de las
muestras se recoge en la tabla V.

Ante los resultados obtenidos en el test E, se decide
realizar la medicion de los anticuerpos IgM anti-SARS-
CoV-2, en aquellas muestras que presentan resultados
positivos no atribuible a los anticuerpos IgG anti-SARS-



Estudio comparativo de cinco técnicas seroldgicas comerciales
para la determinacién de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 y su interpretacion

Tabla IV.

Resultados de los indices de concordancia Kappa (k) y los resultados del test Chi cuadrado (x?) con un interva-
lo de confianza del 95 %

55

Test B C D E

K 0,91 (0,85-0,97) 0,88 (0,81-0,95) 0,87 (0,80-0,94) 0,88 (0,81-0,94)
A , 144,97 136,70 133,08 137,24

x p <0,0001 p <0,0001 p < 0,0001 p <0,0001

K 0,93 (0,88-0,98) 0,92 (0,86-0,98) 0,98 (0,85-0,97)
B , 152,41 148,91 167,16

e p < 0,0001 p < 0,0001 p <0,0001

K 0,94 (0,89-0,99) 0,95 (0,91-0,99)
c , 155,25 159,26

x p < 0,0001 p < 0,0001

K 0,94 (0,89-0,99)
D , 155,89

X p < 0,0001

Tabla V.
Resultados de las muestras con resultados discrepantes para los test estudiados
Test A (UA) B (UA) C (UA) D (UA) E (UA)
Antigeno SARS- S/N S1/N S1 S$1/S2 N

CoV-2 (recombinante)

1 0,94 (Ind) 26,68 (Pos) 2,75 (Pos) 50 (Pos) 25,01 (Pos)
2 11,21 (Pos) 20,59 (Pos) 0,06 (Neg) 3,80 (Neg) 0,985 (Neg)
3 3,44 (Pos) 22,07 (Pos) 0,94 (Ind) 19,10 (Pos) 16,36 (Pos)
4 2,63 (Pos) 9,57 (Neg) 0,16 (Neg) 3,80 (Neg) 0,097 (Neg)
5 47,95 (Pos) 17,22 (Pos) 0,03 (Neg) 3,80 (Neg) 0,14 (Neg)
6 0,53 (Neg) 30,06 (Pos) 1,38 (Pos) 26,50 (Pos) 33,08 (Pos)
7 0,76 (Neg) 20,26 (Pos) 2,17 (Pos) 45,60 (Pos) 26,26 (Pos)
8 0,31 (Neg) 12,16 (Pos) 2,33 (Pos) 6,32 (Neg) 3,89 (Pos)
9 0,27 (Neg) 22,5 (Pos) 0,83 (Ind) 21,8 (Pos) 3,80 (Pos)
10 0,11 (Neg) 17,31 (Pos) 4,73 (Pos) 22,20 (Pos) 8,13 (Pos)
1 62,21 (Pos) 57,49 (Pos) 3,96 (Pos) 14,70 (Ind) 2,62 (Pos)
12 28,66 (Pos) 40,15 (Pos) 5,94 (Pos) 9,97 (Neg) 2,08 (Pos)
13 2,00 (Pos) 58,20 (Pos) 0,73 (Neg) 9,70 (Neg) 18,57 (Pos)
14 0,76 (Neg) 20,8 (Pos) 0,32 (Neg) 3,80 (Neg) 18,82 (Pos)

CoV-2 frente al dominio de unién de receptor de la pro- DISCUSION

teina N, para comprobar si los diferentes resultados
obtenidos se pueden atribuir a la presencia de dichos
anticuerpos. Los resultados se muestran en la tabla VI.
La técnica utilizada para la medicion de los anticuerpos
IgM anti-SARS-CoV-2 fue el inmunoensayo quimiolu-
miniscente de captura 2019-nCoV IgM de MAGLUMI®
que establece el punto de corte de la técnica en 1 UA.

El estudio de los resultados cuantitativos de los an-
ticuerpos anti-SARS-CoV-2 para los diferentes test,
revelé la existencia de diferencias sustanciales y
que los resultados cuantitativos no son intercambia-
bles entre ningunos de los test estudiados (Tabla | y
Figs. 1y 2).

[Rev Med Lab 2021:2(2):50-58]
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Tabla VI.

Resultados de los anticuerpos IgMl anti-SARS-
CoV-2 y los anticuerpos para el test E

Muestra 2019-nCoV IgM de Test E (UA)
MAGLUMI® (UA)

2 0,35 UA 0,98 UA
b 0,76 UA 0,14 UA
8 4,55 UA 3,98 UA
9 1,51 UA 3,80 UA
10 2,40 UA 8,13 UA
13 1,27 UA 18,67 UA
14 0,92 UA 18,82 UA

Estos resultados eran esperables ya que los puntos
de corte establecidos para cada una de las técnicas
son diferentes y no existe una estandarizacion para
la medicion de estos anticuerpos que permita la in-
terpretacion de los niveles cuantitativos. Con el estan-
dar internacional realizado recientemente por la OMS
(13), los test para la deteccion de anticuerpos frente al
SARS-CoV-2 deberan modificar las unidades estableci-
das y las concentraciones seran trazables para todos
los métodos, lo que facilitara su interpretacion.

En el estudio de los resultados cualitativos de las
muestras, todos los test evaluados muestran resulta-
dos a priori muy similares; Unicamente resaltar que la
prueba con mas resultados positivos es el test E con
un total de 79 muestras (44,9 %). Este aumento podria
explicarse debido a que se realiza la medicion de anti-
cuerpos totales (IgG, IgM e IgA).

El test estadistico chi-cuadrado muestra una fuer-
te asociacion de los resultados obteniendo una p <
0,0001 en el estudio pareado de todos los métodos
comparados (Tabla IV).

Por otro lado, se observa un grado de concordancia
elevado con indices kappa superiores a 0,8 (0,87-0,98),
que es la especificacién de calidad deseada en nuestro
laboratorio al reflejar una fuerza de concordancia muy
buena. Los resultados con el test E son de dificil inter-
pretacion al realizar la medicién de anticuerpos totales.
De las demas pruebas evaluadas se obtiene un indice
de concordancia mayor entre los test que miden anti-
cuerpos frente a las mismas dianas antigénicas (véase
K=0,94 para los test C y D, ambos realizan la medicién
de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 S1y K=0,93 para
los test B y C por la misma situacion).

A pesar de ello se encontraron resultados discrepan-
tes en un 7,95 % (14/176) de muestras.

Ante los resultados obtenidos en el test E se realizo la
medicion de los anticuerpos IgM anti-SARS-CoV-2 para
comprobar si estos resultados se pueden atribuir a la
presencia de dichos anticuerpos. Los resultados posi-
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tivos del test E, se obtienen en las muestras que pre-
sentan concentraciones superiores de anticuerpos IgM
anti-SARS-CoV-2, pero es dificil sacar conclusiones con
un numero tan reducido de muestras (Tabla VI).

En algunas muestras se obtienen valores indetermi-
nados en alguno de los ensayos evaluados. Podrian
existir dudas ante estos resultados, pero valores in-
determinados sugieren presencia de anticuerpos en
concentracion baja, por lo que los pacientes deben ser
considerados seropositivos (p. ej. muestra/test, 7 A,
3 C, 9C, 11 D). También debe considerarse que, aun-
que existan resultados de anticuerpos estimados como
negativos con el punto de corte establecido, los resul-
tados son significativamente distintos de cero y que,
por lo tanto, también sugieren la presencia de anticuer-
pos en concentracion baja (véanse muestras 6, 7 8y
14 para el test A).

Los resultados obtenidos en las muestras 6 a 10 para
el test A (test 2019-nCoV IgG de MAGLUMI®), junto
con que el test A presenta los indices de concordan-
cia kappa mas bajos con los demas test evaluados y
la mayor correlacién la presenta con el test B (Unico
test evaluado que mide la presencia de anticuerpos IgG
anti-SARS-CoV-2 frente al dominio de unién al receptor
de la proteina N), parece sugerir una pérdida de sensi-
bilidad del test para la mediciéon de los anticuerpos IgG
anti-SARS-CoV-2 frente al dominio de unién al receptor
de la proteina S y que los puntos de corte deben re-
evaluarse.

Por lo tanto, al igual que se concluye en otras publi-
caciones (21-23) parece necesario implantar en todas
las técnicas utilizadas un rango de concentracién inde-
terminado que asegure la maxima sensibilidad posible
y revaluar los puntos de corte que aseguren la presen-
cia de anticuerpos aunque en sea en concentracion
baja, que parece que dista mucho de los establecidos
actualmente.

Por otro lado se observan muestras que solo son po-
sitivas a anticuerpos frente a una de las dianas antigé-
nicas del SARS-CoV-2, por lo que en las técnicas que
presenten antigenos SARS-CoV-2 (recombinantes) afi-
nes seran positivos mientras que otras no; otros auto-
res han observado este mismo fendmeno en estudios
similares (22,24).

Ejemplo. En las muestras 2, 5, 13y 14 solo se ob-
tienen resultados positivos en aquellas técnicas que
detectan anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 contra el
dominio de unidn al receptor de la proteina N, mientras
que las muestras 9y 70 presentan resultados positivos
en aquellas que detectan anticuerpos IgG anti-SARS-
CoV-2 contra el dominio de unién al receptor de la pro-
teina S1.

A la vista de estos resultados se constata que es im-
portante tener disponible en los laboratorios técnicas
que realicen la medicién de anticuerpos frente a dife-
rentes dianas antigénicas y es recomendable que la
medicion de los diferentes anticuerpos se realice por
separado, ya que puede permitir una evaluacion mas
completa de los pacientes.
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Cuando se realizo el estudio sin tener en cuentas las
consideraciones expuestas previamente, el porcenta-
je de muestras con resultados discrepantes era de un
7,95 % (14/176), mientras que tras su revaluacién (incor-
poracion de valores indeterminados y consideracién
de pacientes seropositivos, aunque fueran inicamente
frente a una diana antigénica), se logro clasificar la ma-
yor parte de ellas, presentado Unicamente un 1,14 %
(2/176) resultados incongruentes.

Los ultimos estudios publicados ponen en eviden-
cia que la produccion de anticuerpos frente a distin-
tas dianas antigénicas esta influenciada por factores
clinicos (4), viendo que existe una mayor produccion
de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 contra el dominio
de unidn al receptor de la proteina N en pacientes con
criterios de mayor gravedad y de edad avanzada.

En nuestro estudio los pacientes presentan una me-
diana de edad de 51 anos (rango de edad comprendido
entre 20 y 95 anos) y la gravedad de los mismos debe
ser considerada como moderada/grave, ya que durante
el periodo de abril y mayo por la situacion de la pande-
mia en ese momento, solo se atendia a pacientes con
criterios de gravedad y los pacientes con enfermedad
leve tenian seguimiento domiciliario.

Tal como se describe en la publicacion de Caroline
Atyeo y cols. (4), parece que la producciéon de los an-
ticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 contra el dominio de la
unién N predomina cuando existe un transcurso mas
grave de la enfermedad. Esto puede explicar que la
produccion de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 con-
tra el dominio de union al receptor de la proteina Ny la
proteina S1 sean semejantes en los pacientes incluidos
en este estudio y no observemos diferencias significa-
tivas en la interpretacion de los resultados por los dife-
rentes métodos estudiados.

Parece probable que si se realizara de nuevo el estu-
dio de los anticuerpos podriamos encontrar mayores
diferencias actualmente ya que existe una mayor varia-
bilidad de pacientes atendidos.

Por otro lado, la reciente vacunacién contra el SARS-
CoV-2 con vacunas que producen la sintesis in vivo de
anticuerpos IgG anti-S1 SARS-CoV-2, nos presenta un
nuevo escenario donde apareceran diferentes patrones
de anticuerpos entre los pacientes vacunados y pacien-
tes que hayan pasado de forma natural la enfermedad.
Debe tenerse en cuenta a la hora de la medicién y la
interpretacion de los anticuerpos, que la deteccion de
anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 frente a otras dianas
antigénicas que no sean la S1, solo se presentara en
pacientes que hayan pasado la enfermedad. Ademas,
es importante conocer que existe un aclaramiento de
los anticuerpos a lo largo del tiempo, pero que su du-
racion es dificil de determinar, aproximadamente se ha
establecido una duracién de 6 meses existiendo una
disminucién de la concentracion de los mismos a partir
de los 90 dias (3,6,7).

Debe tenerse en cuenta que este estudio presenta li-
mitaciones, ya que la seleccion de pacientes se realizo
en un periodo de tiempo con caracteristicas epidemio-

logicas concretas que seguramente hayan condicio-
nado la generacidon de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 y
que, ademas, existia un sesgo en la seleccién de pa-
cientes a los que se les realizaban las pruebas sero-
I6gicas que no se conoce al detalle pero que, a priori,
todos los pacientes presentaban sospecha clinica de
COVID-19.

Por lo tanto, a pesar de que existen muestras con
resultados de diferente interpretacion a nivel técnico,
tras realizar un diagnodstico de laboratorio personaliza-
do, revisando la situacién clinica del paciente y tenien-
do la disponibilidad de diferentes métodos serologicos
se obtiene una correcta evaluacion para la mayoria de
los pacientes incorporados en el estudio, demostran-
do que el diagndstico seroldgico es una herramienta
muy util para conocer el estado epidemiolégico de la
poblacion en cualquier situacién, que permitira evaluar
la repuesta a la inmunizacidon y que la realizacion de
informes interpretativos por parte del servicio del labo-
ratorio clinico ayuda en el manejo de los resultados de
los pacientes.
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Material y métodos: reanalisis de 33 pacientes diagnosticados previamen-
te por WES subpanelado empleando un sistema de priorizacion basado en
términos HPO y en las caracteristicas inherentes a las variantes detectadas.

Resultados: tras el reanalisis se determind que las variantes que explica-
ban el fenotipo clinico se encontraban en las primeras posiciones de la
lista de variantes priorizadas (media: 1,43; SD: 0,87).

Conclusion: el sistema de priorizacidn desarrollado permite la deteccién de
variantes asociadas a las patologias estudiadas de forma mas eficiente que
por WES subpanelado, al encontrarse las variantes relacionadas con fenoti-
po ordenadas segun su potencial patogenicidad. Este sistema representaria,
por tanto, el primer abordaje en el andlisis de variantes genéticas de WES.

ABSTRACT

Introduction: whole exome sequencing (WES) currently represents the
first-tier test for the diagnosis of genetic diseases that are probably mono-
genic with high genetic heterogeneity, or phenotypically overlapping with
other diseases. Thus, they require the analysis of multiple genes to reach
the diagnosis. Thousands of variants are identified by WES, the final num-
ber of which depends on the capture size, and bioinformatics pipeline
used. This requires implementing filtering and prioritization techniques:
one possibility is to use virtual gene panels (WES derived gene sub-pan-
els), but in large panels many variants appear, which requires a detailed
evaluation by the analyst. The use of human phenotype ontology (HPO)
terms makes it possible to filter the variants through HPO-gene associa-
tions and establish a prioritization system.The objective of this work is the
development of an automatic priority system of variants using HPO terms.

Material and methods: re-analysis of 33 patients previously diagnosed by
WES derived gene sub-panels using a prioritization system based on HPO
terms and the inherent characteristics of the detected variants.

Results: after re-analysis, it was determined that the variants that ex-
plained the clinical phenotype were in the first positions of the list of pri-
oritized variants (mean: 1.43; SD: 0.87).

Conclusion: the developed prioritization system allows the detection of
variants associated with the pathologies studied in a more efficient way
than by WES derived gene sub-panels, since the variants related to phe-
notype are ordered according to their potential pathogenicity. This system
would therefore represent the first approach in the analysis of genetic var-
iants of WES.

INTRODUCCION

to el WES como el WGS son los estudios de primera
eleccion en términos de coste-efectividad para el diag-

La secuenciacion de nueva generacion de ADN (next-
generation sequencing, NGS) es una tecnologia que,
a diferencia de técnicas como la secuenciacién San-
ger, permite secuenciar en paralelo millones de frag-
mentos de ADN de una manera rapida y efectiva (1).
La NGS permite el estudio de varios genes de manera
simultanea mediante el uso de estrategias como los
paneles de genes, la secuenciacion de regiones codifi-
cantes e intronicas flanqueantes de todos los genes o
WES (whole exome sequencing) o el genoma comple-
to (WGS). A dia de hoy, hay trabajos publicados en la
literatura cientifica que ponen de manifiesto que tan-

[Rev Med Lab 2021:2(2):59-69)

néstico de enfermedades de etiologia genética con fe-
notipos complejos o condiciones heterogéneas (2-4),
aunque el estudio del WGS se circunscribe al uso en
investigacion en el articulo de Payne y cols. Sin em-
bargo, la dificultad en la interpretacion y el analisis del
WGS hace que, generalmente, se estudie en aquellos
pacientes sin diagnéstico por WES.

En el ambito hospitalario, por tanto, la implemen-
tacion del WES como técnica diagnostica es cada dia
mas frecuente. La ventaja del analisis de WES frente
al andlisis de paneles de genes cerrados radica en que
puede llevarse a cabo un reanélisis bioinformatico de
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genes no incluidos en el estudio inicial, bien porque
en el paciente han aparecido nuevas manifestaciones
clinicas o bien porque posteriormente al estudio inicial
otros genes se han asociado al fenotipo del paciente.
Por el contrario, con el WES, la complejidad del proce-
samiento bioinformatico aumenta, los requerimientos
de espacio de almacenamiento son mayores, el anali-
sis de los datos requiere un filtrado de variantes mas
eficiente y aumenta la posibilidad de encontrarse ante
hallazgos incidentales.

Por tanto, identificar las variantes que explican el
cuadro clinico del paciente estudiado, resulta un pro-
ceso de gran complejidad y es critico el desarrollo de
un adecuado método de filtrado y priorizacion de va-
riantes.

La gran mayoria de los sindromes mendelianos hu-
manos se han descrito en detalle en la base de datos de
herencia mendeliana en el hombre (OMIM) y los siste-
mas jerarquicos basados en las descripciones clinicas
de OMIM se han generado mediante mineria de textos
(proceso de andlisis y derivacion de informacion nueva
a partir de textos) (5-7). Sin embargo, el analisis compu-
tacional de los datos contenidos en OMIM se encuentra
limitado por la falta de un vocabulario estructurado y
codificado que incluya anotaciones consistentes con
relaciones bien definidas entre si. Esta limitacion mo-
tivo el desarrollo de la ontologia del fenotipo humano
(HPO), con el objetivo de describir las anomalias fenoti-
picas que caracterizan las enfermedades monogénicas
humanas (8).

Esta ontologia proporciona un vocabulario estanda-
rizado de alteraciones fenotipicas en enfermedades
humanas con base genética. Cada término ontolégico
describe una alteraciéon (por ejemplo, el identificador
HP:0000256 se corresponde a macrocefalia). El sistema
de ontologia fenotipica HPO se esta desarrollando ac-
tualmente utilizando la literatura médica, Orphanet, DE-
CIPHER y OMIM. El proyecto HPO contiene actualmente
mas de 13.000 términos y mas de 156.000 anotaciones
a enfermedades hereditarias (9). Cada caracteristica
anotada puede tener como metadatos su edad tipica
de inicio y la frecuencia. Estos metadatos de anotacion
se pueden utilizar para mejorar la precision de los algo-
ritmos de coincidencia basados en HPO (10).

Como componente fundamental e integrador de la
Iniciativa Monarch (11,12), HPO ha sido adoptado inter-
nacionalmente por numerosas organizaciones, tanto
académicas como comerciales; estos incluyen el Pro-
yecto 100.000 Genomas, el Programa y Red de Enfer-
medades No Diagnosticadas del National Institutes of
Health, la Red Internacional de Enfermedades No Diag-
nosticadas (UDNI), RD-CONNECT, Solve RD y muchos
otros (13,14).

La HPO ha alcanzado el estatus de recurso reconoci-
do por el Consorcio Internacional de Investigacion de
Enfermedades Raras (/IRDIRC) (15), ya que los concep-
tos que maneja son extremadamente valiosos para la
integracion, organizacién, busqueda y analisis de da-
tos, y esta siendo utilizado por la Alianza Global para la

Genomica y la Salud (16). Estas bases de datos no solo
contribuyen al descubrimiento de genes y al diagnés-
tico de los pacientes incluidos en las plataformas, sino
que también proporcionan datos fuente para muchos
desarrollos computacionales.

Teniendo todo esto en cuenta, la integracion de los
términos HPO en el andlisis de datos procedentes de
WES permitiria detectar variantes asociadas a las pato-
logias estudiadas de forma mas eficiente frente al estu-
dio mediante WES subpanelado. Esto se debe a que las
variantes relacionadas con el fenotipo del paciente se
encontrarian priorizadas en las primeras posiciones de
la tabla de variantes, atendiendo a las relaciones gen-fe-
notipo. Es por ello que el objetivo del presente trabajo
fue determinar si el sistema de priorizacion desarrollado
en nuestro centro, que emplea términos HPO y que tam-
bién tiene en cuenta las caracteristicas inherentes a cada
variante, es efectivo a la hora de ordenar por posible pa-
togenicidad las variantes genéticas detectadas mediante
WES, facilitando el diagndstico genético. Se tratd, ade-
mas, de ver si esto representa una ventaja frente al siste-
ma de filtrado de variantes mediante WES subpanelado.

MATERIALY METODOS
Seleccion de pacientes

Se seleccionaron retrospectivamente 33 pacientes,
en los cuales se habian identificado, mediante un estu-
dio individualizado de WES subpanelado en el propio
Servicio de Genética, variantes patogénicas y/o proba-
blemente patogénicas asociadas a su cuadro clinico.
En cuanto a la seleccién de los genes de los subpa-
neles analizados en estos pacientes se seleccionaron
en base a consultas en bases de datos como OMIM,
GeneReviews, DisGeNet, HGMD y PanelAPP, asi como
revisando la literatura cientifica.

Cabe decir, que el fenotipo de estos pacientes es va-
riado, no se circunscribe a ninguin grupo de patologias
en concreto y son las enfermedades de herencia domi-
nante o recesiva.

La clasificacion de las variantes y diagndstico gené-
tico se realizd por personal experto siguiendo los cri-
terios establecidos por la American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) (17) . En algunos ca-
sos, y cuando fue posible, se llevo a cabo un estudio de
segregacion familiar para confirmar la patogenicidad
de las variantes.

Todos los pacientes habian firmado el consentimien-
to informado para su estudio genético por parte del
Servicio de Genética.

Secuenciacion
La extraccién de ADN de sangre periférica en tubo

EDTA de los probandos se llevé a cabo utilizando el
kit de purificacion de ADN en sangre Maxwell (Pro-
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mega) de acuerdo con las instrucciones del fabrican-
te. La concentracién de la muestra extraida se analizd
mediante fluorimetria con el aparato Qubit 4.0 fluo-
rometer (Invitrogen). La fragmentacién del ADN
gendémico se realizé con el sonicador M220 Focu-
sed-ultrasonicator. La cuantificacion y validacion de
la biblioteca gendmica se realiz6 utilizando un Qubit
1X dsDNA HS Assay Kit 500rx (Invitrogen) y un Agi-
lent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EEUU). El ADN se capturd con el kit
IDT Exome Research Panel v1.0, el cual abarca una re-
gion diana de 39 Mb que corresponde a 19,396 genes
del genoma humano. El proceso de secuenciacion
se llevo a cabo en una plataforma /llumina NextSeq
550 (2x75 pb paired-end).

Pipeline bioinformatico (KarMa)

El procesamiento de los datos procedentes del se-
cuenciador se llevd a cabo a partir de un pipeline de
desarrollo propio (KarMa), que cumple las especifica-
ciones de validacion establecidas por la Association
for Molecular Pathology and the College of American
Pathologists (AMP) (18).

En primer lugar, las secuencias en formato FASTQ
de cada paciente fueron alineadas contra el genoma
hg19, empleando una estrategia de doble alineamien-
to, usando BWA-mem (19) y Bowtie2 (20). Se realizd
también un doble genotipado de los archivos BAM re-
sultantes con los programas GATK (21) y VarDict (22).
Los archivos VCF obtenidos fueron anotados posterior-
mente con Annovar (23) y VEP (24), para dar lugar a un
archivo tabulado con todas las variantes anotadas. Este
archivo es el que posteriormente fue empleado como
punto de inicio para el sistema de priorizacion.

Como parte de la rutina diagndstica, y previamente
al estudio mediante el sistema de priorizacién por HPO,
se analizaron estos pacientes mediante WES subpane-
lado segun la patologia (Tabla I). La estrategia de filtra-
do de variantes considera los siguientes criterios que
se tienen en cuenta en conjunto:

— Frecuencia en poblaciones control (1000G [25],
ExAC [26], GnomAD [27]): menor del 3 %.

— Frecuencia en base de datos propia (120Var): para
eliminacion de variantes artefactuales.

— Tipo de variante y posicion: se aplica un filtrado
por frecuencia mas estricto dependiendo de si la
variante es missense, sinbnima, truncante, si esta
en una region candnica de splicing, etc.

— Alertas de los genotipadores: se eliminan las va-
riantes que no pasan los criterios de calidad esta-
blecidos por los genotipadores.

— Combinaciones de alineadores/genotipadores con
las que se ha detectado: se aceptan solo ciertas
combinaciones, aunque se permiten otras bajo
ciertas premisas.

— Frecuencia alélica: al menos 20 % de frecuencia del
alelo alternativo, aunque se baja el umbral ante
ciertos parametros de anotacion de la variante.

— Cobertura: se establecen puntos de corte de co-
bertura minimos aceptables, bajo ciertas premisas
del resto de criterios.

— Clasificacion de la variante en base de datos
ClinVar y HGMD: se tiene en cuenta, independien-
temente del resto de criterios.

Se eliminan del analisis final del panel las variantes
que no cumplen los criterios establecidos, al no consi-
derarse candidatas a explicar el fenotipo. Las variantes
que si superaron los filtros se clasificaron segun lo es-
tablecido por la ACMG.

Asignacion de términos HPO

A cada uno de los pacientes se le asigné un minimo
de 3 términos HPO relacionados con sus caracteristicas
fenotipicas. Para ello se consultd la historia clinica vy,
mediante el buscador de términos (https://hpo.jax.org/
app/), se asignaron los términos HPO correspondien-
tes. En este buscador, los términos estan relacionados
de forma jerarquica, por lo que, cuando fue posible, se
tomo el término que con mas precision refleja lo des-
crito en la historia clinica del paciente; puede verse un
ejemplo de este proceso en la figura 1.

Tabla 1.

Paciente Términos HPO Panel Genes Genes Variantes
panel HPO filtradas
P1 HP:0001332, HP:0000729, HP:0002268, HP:0001250 N 7 1718 1
del Lactante
P2 HP:0006863, HP:0000965, HP:0000154, HP:0000047, Trastornos del Espectro 293 287 22
HP:0005109, HP:0000729 Autista
HP:0001644, HP:0025169, HP:0001653, HP:0005180, . . , .
P3 HP-0001659 Miocardiopatia Ampliado 121 272 12
P4 HP:0006554, HP:0003256, HP:0001396, HP:0001511 Fallo Hepatico 9 718 4
P5 HP:0003236, HP:0007340, HP:0005109 Miopatias General 205 348 23

[Rev Med Lab 2021:2(2):59-69)
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Tabla | (cont.)

Paciente Términos HPO Panel Genes Genes Variantes
panel HPO filtradas
P6 HP:0001249, HP:0000252, HP:0004322, HP:0000708 Discapacidad Intelectual 945 2548 57
p7 HP:0002612, HP:0000113, HP:0001409, HP:0001971, Nefronoptisis 45 136 2
HP:0002040 y Multiquistosis Renal
HP:0025356, HP:0000729, HP:0001273, , .
P8 HP-0000256, HP:0006482, HP:0001263 Discapacidad Intelectual 945 1816 51
HP:0008689, HP:0004482, HP:0000325,
P9 HP:0000369, HP:0004322, HP:0011994, HP:0001642, Rasopatias 28 1910 1
HP:0001627
HP:0001250, HP:0001270, HP:0100543, HP:0009729, .
P10 HP-0002463, HP:0009720 Esclerosis Tuberosa 3 1925 1
PN HP:0000044, HP:0000786, HP:0000938, HP:0010311 AT T e Tl 25 342 1
Hipogonadotropo
P12 HP:0025615, HP:0009789, HP:0001369, HP:0002251 (AL LD 12 318 2
Hirschpung
P13 HP:0001263, HP:0001212, HP:0009882, HP:0001388, Sindrome de Ehlers- 54 1965 4
HP:0004322 Danlos e Hiperlaxitud
HP:0001263, HP:0004322, HP:0004325, HP:0001642, , .
P14 HP-0001212, HP:0000378, HP-:0009909 Discapacidad Intelectual 945 2264 136
B3 HP:0003236, HP:0012548, HP:0001397, HP:0003198 Miopatias General 205 449 32
P16 HP:0001670, HP:0001279, HP:0004904, HP:0001639 I 18 322 9
Hipertrofica
HP:0009062, HP:0002779, HP:0000105, , .
P17 HP-0000081, HP:0001723, HP:0002652 Discapacidad Intelectual 945 249 120
HP:0000729, HP:0001249, HP:0002463, HP:0001250, Trastornos del Espectro
P18 HP:0000256 Autista 293 2223 33
HP:0011344, HP:0001250, HP:0002490, HP:0001510, Discapacidad Intelectual
Fik HP:0000252, HP:0001290 Ampliado R 2 e
P20 HP:0000252, HP:0001320, HP:0001263, HP:0000243, Discapacidad Intelectual 1944 2336 347
HP:0000308, HP:0001770, HP:0012758, HP:0001250 Ampliado
HP:0001596, HP:0001007, HP:0000141, HP:0002514, .
P21 HP:0001263, HP:0001250, HP:0000107, HP:0002751 Sl e 3 2273 !
HP:0001634, HP:0001083, HP:0000767, HP:0000098, ,
P22 HP-0001488 Marfan y Aortopatias 34 456 7
HP:0004440, HP:0011315, HP:0011316, HP:0001357, . .
P23 HP-0030867 Craneosinostosis 56 86 13
HP:0001071, HP:0001653, HP:0001714, HP:0001712, Miocardiopatia
e HP:0001667 Hipertrofica Lk (2 L
P25 HP:0012265, HP:0002110, HP:0012050, HP:0002878, Bronquiectasias y 67 293 47
HP:0001935 Discinesia Ciliar Primaria
P26 HP:0003530, HP:0001332, HP:0007105 Aciduria Glutarica 5) 409 3
Sindrome de Rubinstein-
P27 HP:0001263, HP:0004322, HP:0000243, HP:0000347 Taybi y Diagndstico 8 2016 2

Diferencial

(Continua en la pagina siguiente)
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Tabla | (cont.)

Paciente Términos HPO Panel Genes Genes Variantes
panel HPO filtradas
HP:0002474, HP:0000174, HP:0000290, HP:0000272, , .
P28 HP-0000689, HP:0008936, HP-0009062 Discapacidad Intelectual 945 1380 79
P29 HP:0002123, HP:0001249, HP:0000708 AT A ] 187 2160 15
Ampliado
P30 HP:0001875, HP:0001935, HP:0001873, HP:0002037  'Jeutropenia Congénita 60 404 6
y Vasculitis
P31 HP:0000252, HP:0001250, HP:0001263, HP:0008936, Trastorno del Espectro 181 2354 16
HP:0002463, HP:0001999, HP:0000286, HP:0000494 Autista Sindromico
P32 HP:0004322, HP:0000534, HP:0001263 Rasopatias* 28 2002 1
P33 HP:0003128, HP:0003348, HP:0000816 Acidosis Lactica 110 184 12

Términos HPQ asignados a cada paciente tras evaluacion de la historia clinica. Paneles aplicados a cada paciente previamente al reandlisis y nimero de genes

evaluados en cada uno de ellos.

Historia actual:

Remitido a la edad de 15 afios y 6 meses, [...].

Acude para valoracién por presentar:

-|Discapacidad Intelectual| acude a centro de educacion especial,
desde el curso 2013-2014.

-[Trastorno de Conducta seguido en psiquiatria; [...]

-[Talla bajajdesde siempre [...]

Exploracién fisica:
Buen estado general, impresiona de|microcefalial No dismorfias

inferiores normales, salvo limitacion leve a la extension de ambos
codos. Pies normales. [...]

craneofaciales significativas. Cuello normal. Térax normal, abdomen
normal. Auscultacién cardiopulmonar normal. Miembros superiores e

HP:0001249 (Intellectual disability)

HP:0000708 (Behavioral abnormality)

HP:0004322 (Short stature)

HP:0000252 (Microcephaly)

Figura 1 - Fragmento de historia clinica. Se seleccionan aquellos rasgos clinicos que tienen su traduccion en forma de término de la

base de datos HPO.

Desarrollo del sistema de priorizacion

Inicialmente, se descargé el archivo de relacion térmi-
no HPO-gen(es) del repositorio de HPO (http://compbio.
charite.de/jenkins/job/hpo.annotations/lastSuccessful-
Build/artifact/util/annotation/phenotype_to_genes.txt).
Se identificaron 4295 genes con asociacién conocida
con algun término HPO. Se descargé también del repo-
sitorio el archivo que relaciona jerarquicamente entre si
los términos HPO (https://raw.githubusercontent.com/
obophenotype/human-phenotype-ontology/master/
hp.obo). Cabe destacar que en este segundo archivo no
se detallan todas las relaciones jerarquicas entre térmi-
nos, ya que cada término solo se relaciona con su in-
mediatamente superior. Teniendo en cuenta lo anterior,
se diseno el arbol jerarquico de todas las relaciones ta-
xondmicas de todos los términos HPO. El resultado fue
un archivo de texto plano como el que se ve en la figura
2. El término mas a la derecha es mas especifico, y a su
izquierda estan los términos padres menos especificos.

[Rev Med Lab 2021:2(2):59-69)

Adicionalmente, se adjudicoé una puntuacién a cada
variante identificada, teniendo en cuenta las siguientes
consideraciones:

1. Numero de los términos HPO utilizados que es-
tan relacionados con el gen en el que se localiza
la variante (Fig. 3): los términos mas especificos
se ponderaron mas en la puntuacion que los mas
generales.

2. Tipo de variante: mayor puntuacion para las va-
riantes radicales y en los sitios candnicos de
splicing, seguido de las variantes de cambio de
sentido y, por ultimo, las sin6bnimas e intronicas
profundas.

3. Predicciones de patogenicidad: mayor puntuacion
cuanto mayor es el niumero de predictores de pa-
togenicidad in silico que apoyan un efecto deleté-
reo de la variante genética.

4. Frecuencia global de la variante en la base de da-
tos poblacional ExAC (26): mas puntuacion a las
variantes menos frecuentes en esta base de datos.
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Figura 2 - A. Ejemplo de relacion jerarquica de términos HPO inferida a partir del archivo original de relaciones. B. Fragmento de texto
plano del que deriva la recreacion taxondmica de la figura superior.

HP:0001814 Deep-set nails 3265 HRAS
HP:0001814 Deep-set nails 2146 EZH2
HP:0001814 Deep-set nails 64324  NSD1
HP:0001814 Deep-set nails 8726 EED
HP:0001814 Deep-set nails 23512 SUZ12
HP: 0000490 Deeply set eye 1281 coL3Aa1
HP: 0008490 Deeply set eye 84992 PIGY
HP : 0000490 Deeply set eye 6913 TBX15
HP : 0000490 Deeply set eye 2563 GABRD
HP:00008490 Deeply set eye 91147  TMEM67
HP : 0000490 Deeply set eye 2314 FLII
HP : 0000490 Deeply set eye 4621 MYH3
HP: 00008490 Deeply set eye 6925 TCF4

— Puntuacion absoluta filtrada: como la anterior,
pero eliminando variantes artefactuales teniendo
en cuenta su aparicion reiterada, sin corresponder
a posiciones polimarficas, en las diferentes mues-
tras. Para ello se empled la base de datos de va-
riantes 120Var.

Puntuacion combinada: se generd teniendo en
cuenta el porcentaje de términos HPO (dando mas
peso si los términos son mas especificos), el tipo
de variante, los predictores y la frecuencia global
de la variante en ExAC.

Puntuacion combinada filtrada: como el anterior,
pero eliminando variantes artefactuales.

65

Figura 3 — Extracto de relacion término HPO/genes. Cada térmi-
no HPO (primera columna) que refiere a una caracteristica fe-
notipica (segunda columna) se asocia con ciertos genes (cuarta
columna). Los numeros en la tercera columna corresponden al
identificador de los genes.

Teniendo en cuenta lo anterior, se determinaron
4 puntuaciones diferentes:
— Puntuacion absoluta: se generd solo teniendo en
cuenta el porcentaje de términos HPO que se rela-
ciona con cada gen asociado a la variante.

RESULTADOS
Paneles empleados en el analisis previo

Los paneles virtuales para el diagnostico de los pacien-
tes, previo a la priorizacién por HPO incluyeron 329,94 ge-
nes como promedio (SD =525,27). El nUmero de variantes
promedio por panel tras la aplicacion del filtrado de Kar-
Ma, sin aplicar priorizacion, fue de 40,03 (SD = 75,44). Los
paneles empleados y el niumero de variantes considera-
das para el analisis se detallan en la tabla I.

[Rev Med Lab 2021:2(2):59-69)]



66

J. M. Lezana-Rosales et al.

Términos HPO por paciente

Tras la revisién de la historia clinica, se asignaron
5,06 términos HPO de media por paciente (SD = 1,56).
Los términos empleados en cada paciente se detallan
en la tabla I.

Orden de las variantes causales en cada paciente

Las variantes causales identificadas en el analisis
previo de los pacientes y su clasificacion se ilustran en
la tabla Il.

Como parte de este reandlisis, previamente a la prio-
rizacion, se filtraron las variantes de potencial bajo
impacto considerando diferentes criterios explicados
previamente en la seccion de materiales y métodos.

A continuacién, se realizd la priorizacion segun lo de-
tallado en el apartado del desarrollo del sistema de
priorizaciéon en material y métodos. Las posiciones
alcanzadas por las variantes tras la priorizacion fue la
siguiente:

— Score absoluto: media =781; SD = 11,86

— Score absoluto filtrado: media = 4,47; SD = 7,47

— Score combinado: media = 3,125; SD = 5,42

— Score combinado filtrado: media = 1,43; SD = 0,87

En todos los pacientes, salvo un paciente (P3),
la posicién de la variante causal ocupaba en todos
los casos las primeras posiciones de la lista (Tabla
II). El caso del P3 es debido a que el gen cuya va-
riante explicaba el fenotipo no estaba presente en
la lista de asociacion original de término HPO-gen.
De manera grafica, los resultados anteriores se pueden
representar en forma de diagrama de caja (Fig. 4).

Tabla II.

Paciente Gen Variante(s) causal(es) dbSNP Clasificacion Score Score Score Score
segiin ACMG absoluto absoluto combinado combinado
filtrado filtrado
NM_145239.2:¢.649dupC;
P1 PRRT2 p.(Arg217Profs*8) rs587778771 P 1 1 1 1
NM_015335.4:¢c.2110C>T;
P2 MED13L 0.(Q704%) - P 2 2 2 2
NM_000117,2:c.77T>C;
P3 EMD p.(V26A) rs727505029 P - - - -
NM_020117.10:¢c.1237C>T;
p.(R413%) / rs773819736 /
= AL NM_020117.10:c.1292T>A; rs150429680 P & L & L
p.(V431D)
NM_001159702.2:¢.486C>G;
P5 FHL1 p.(C162W) rs377693754 B 1 1 1 1
NM_001197104.1:¢.3461G>A;
6 KMT2A p.(R1154Q) - i 4 4 1 1
NM_138694.3:¢c.5485C>T; p.(Q1829%)
P7 PKHD1 / NM_138694.3:NM_138694.3: /r:;7:17;?96784% P /VSCI Ty2 1y 2 1 1
¢.10909C>T: p.(p.R3637C)
NM_005321.2:c.446_447insT;
P8 H1-4 p.K149Nfs*46 - B 25 3 20 2
NM_002834.4:c.922A>G;
7 PTPN11 p.N308D rs28933386 B 1 1 1 1
P10 7SC2 et rs45469298 P 2 2 1 1
p.R611G
NM_023110.2:¢c.830G>T;
P11 FGFR1 p.(C277F) - P 1 1 1 1
P12 RET ML AT eE g rs750958377 PP 25 22 6 3
p.D571N
P13 ARIDIB LSRRI S P S rs797045272 P 1 1 1 1

p.R750*

[Rev Med Lab 2021:2(2):59-69)
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Tabla 1l (cont.)

Variante(s) causal(es) detectada(s) en los pacientes previamente a la reevaluacion con sistema de priorizacion y posicion segin los diferentes scores. Las variantes se
clasificaron segun los criterios establecidos por la ACMG. P: patogénica; PP: probablemente patogénica; VSCI: variante de significado clinico incierto. *En el paciente
P32 la variante causal se detectd en un gen que no estaba incluido en el panel.

[Rev Med Lab 2021:2(2):59-69]
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Figura 4 - Distribucion de posiciones de las variantes causales
tras aplicar priorizaciones segun los diferentes scores.

DISCUSION

En este trabajo se ha empleado un sistema de prio-
rizacion para ordenar las variantes generadas en es-
tudios de exoma, y se presentan unos resultados
prometedores, ya que en el 69,69 % de los casos la va-
riante o variantes causales estaban en la primera posi-
cion de la lista de variantes y en el 93,93 % de los casos
estaban dentro de las tres primeras posiciones. Esto,
como se discutird mas adelante, supone una ventaja a
la hora de abordar los estudios genéticos de WES.

En el contexto del estudio que se presenta, hay tra-
bajos como los presentados por Jezela-Stanek y cols.
(28), en el cual se emplea una estrategia basada en tér-
minos HPO, obteniendo rendimientos diagndsticos del
38 %, pero no emplean una comparacién respecto a un
abordaje de WES subpanelado ni cotejan cémo quedan
las variantes causales en una lista priorizada, como si
se hace en el presente estudio. También hay iniciativas
como Exomiser (29) que generan excelentes resultados
en la priorizacion de variantes: en una evaluacion in-
dependiente con 134 exomas (30) los resultados obte-
nidos con la configuraciéon mas favorable fueron algo
inferiores (media = 2,1; SD = 5) a los presentados en
este trabajo (media = 1,43; SD = 0,87).

En cualquier caso, el estudio del WES sin ningun tipo
de filtrado por genes candidatos (ya sea por paneles
WES subpanelado o priorizando variantes emplean-
do términos HPO) y solo atendiendo a tipologia de las
variantes (tipo de cambio, frecuencias poblacionales,
predictores de patogenicidad, etc.) es mas complejo
y requiere mayor tiempo de evaluacion. Cabe indicar
ademas, en relacion con el estudio mediante WES sub-
panelado, que este implica tener que actualizar los pa-
neles con relativa frecuencia y, si los paneles son muy

[Rev Med Lab 2021:2(2):59-69)

extensos, el niumero de variantes a evaluar crece difi-
cultando el analisis. Por tanto, a nivel practico, resulta
mas sencillo actualizar periodicamente los archivos de
relaciones gen-término HPO vy jerarquia de HPO, que
actualizar cientos de paneles.

Una ventaja sustancial de este sistema de priorizacion
es el ahorro de tiempo de analisis por parte del perso-
nal experto en diagndstico genético, ya que evaluar las
primeras variantes, en la mayoria de los casos, seria
suficiente para diferenciar aquellas variantes que son
verdaderamente candidatas a las que no lo son. Sin em-
bargo, hay que tener en cuenta una limitacién que se ha
puesto de manifiesto en el trabajo, la cual ocurre cuando
las relaciones gen-HPO no estan explicitadas en la lista
de asociacion original de término HPO-gen (paciente
P3). Es por ello que, pese a que este sistema se demues-
tra eficaz a la hora de establecer el diagnostico molecu-
lar de los pacientes, como se ha podido comprobar, ha
de emplearse una segunda comprobacion de las varian-
tes mediante WES subpanelado cuando el resultado no
sea concluyente. Por el contrario, en pacientes como el
P32, el diagndstico molecular no se habria alcanzado de
no ser por el empleo del sistema de priorizacién, ya que
originalmente el gen donde se encontraba la variante
causal afectaba a un gen no incluido en el panel.

Cabe senalar que la cohorte de pacientes emplea-
da en el trabajo es limitada en cuanto a su numero,
aunque los resultados obtenidos apoyan la eficacia del
sistema de priorizacion desarrollado, incluso ante estu-
dios de etiologia genética diversa. En un futuro, cuan-
do se disponga de un niumero mayor de pacientes, se
podrian refinar los pardmetros empleados para pun-
tuar las variantes y establecer a partir de qué numero
de términos HPO se obtienen mejores resultados de
priorizacién. Al respecto de los términos HPO depende-
ria, en todo caso, de la especificidad del propio término
y cuan complejo es el fenotipo de cada paciente. Hay
que destacar que este sistema de priorizacion podria
solventar este problema en cuanto a que se aplica una
ponderacion en la puntuacién teniendo en cuenta si el
término es mas o menos generalista.

Con vistas a la mayor automatizacion, es de sumo
interés el desarrollo de un “lector automatico” de his-
torias clinicas que extraigan todos los términos HPO
posibles. Como alternativa a esto, podria ser una bue-
na praxis comenzar a codificar las historias clinicas con
estos términos HPO, ya que estandarizar el fenotipo de
los pacientes mediante el uso de estos términos per-
mite su explotacion para multiples fines, mas alla del
empleado en este trabajo.

En conclusiéon, hemos desarrollado un sistema auto-
matico de priorizacion de variantes que emplea térmi-
nos HPO, que por su eficiencia permite usarse como
primer abordaje para el diagndstico molecular de en-
fermedades monogénicas, especialmente en contextos
de enfermedades con elevada heterogeneidad genéti-
ca. La integracion de este sistema en un pipeline bioin-
forméatico de analisis de variantes genéticas reduciria
el tiempo de respuesta de los procesos diagnosticos.
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Estudio de la interferencia producida por la hemolisis en la medicion de distintos
constituyentes bioquimicos en el analizador Atellica® Solution (Siemens Healthineers)

Keywords:

ABSTRACT

Interference. Hemolysis. Clinical
laboratory services.

One of the most common preanalytical effects in the clinical laboratory is
hemolysis. Its presence produces an error in the determination of different

biochemical constituents. The extraction technique or the transport and
preparation can cause hemolysis. The objective of the study is to evaluate
by the hemolytic index, the interference produced by hemoglobin in 32 bi-
ochemical constituents using the Atellica® Solution analyzer. This study
will be used to detect and quantify such interference, in order to achieve
reliable and accurate results.

INTRODUCCION

La hemadlisis junto con la ictericia y la lipemia son
denominadas interferencias endogenas. Estas se de-
ben a constituyentes presentes de forma natural en la
sangre, pudiendo causar un sesgo significativo en la
medicion de la magnitud bioldgica de interés (1).

La hemdlisis es el proceso de destruccion de los
hematies, en el cual el contenido intraeritrocitario
es liberado al plasma alterando su composicion. La
hemoglobina (Hb) tiene su banda de absorcion ca-
racteristica entre 500-600 nm, aunque su espectro
de absorcion comienza alrededor de 340 nm, por lo
que puede interferir directamente en la medicion
colorimétrica de diferentes magnitudes bioquimi-
cas, afectando asi a la concentracion de los consti-
tuyentes medidos en este intervalo de longitud de
onda.

La hemolisis de las muestras recibidas en los labo-
ratorios clinicos puede generar resultados erroneos en
muchas de las determinaciones habituales, repercu-
tiendo negativamente en el paciente y en las decisio-
nes clinicas (2).

Ante la incorporacion de nuevos analizadores en el
laboratorio, es competencia del fabricante proporcio-
nar un estudio de interferencias segun el reglamento
(UE) 2017/746. La guia del CLSI, Interference Testing
in Clinical Chemistry (CLSI EP07-A247), es la principal
fuente de estandarizacion para la evaluaciéon de las
interferencias por parte de los proveedores de equi-
pos de laboratorios. Es recomendable que cada labo-
ratorio verifique la informacion que los proveedores
suministran respecto a las interferencias por hemoli-
sis (3-5).

Estudios publicados sobre significacion de la hemo-
lisis utilizan criterios de error sistematico o imprecision
deseable, basados en estudios de variabilidad bioldgi-
ca (2).

El objetivo de nuestro estudio es la verificacién del
indice hemolitico (indice-H) con el fin de obtener re-
sultados precisos y veraces relacionados con el estado
de salud del paciente para un correcto diagnéstico y
manejo del mismo (2-4).

MATERIALY METODOS
Instrumentacion y reactivos

Se investigaron 32 constituyentes bioquimicos, de-
terminados en un analizador Atellica® Solution (Sie-
mens Healthineers; Erlangen, Germany). La estimacién
del indice-H se realiza de forma automatica mediante la
comparacion de la absorbancia de la muestra a varias
longitudes de ondas simultaneas (desde 365-645 nm),
cuantificadas mediante un fotometro de 4 canales que
mide los indices séricos de hemolisis, lipemia e icteri-
cia. Las medidas se hacen por triplicado para cada indi-
ce previa realizacién de un blanco con agua destilada.
Asi se genera un indice hemolitico (indice-H), que es
una medida semicuantitativa del grado de esta inter-
ferencia (6).

Procedimiento

El estudio se llevdo a cabo siguiendo el protocolo
de la Sociedad Espanola de Medicina del Laboratorio
(SEQC-ML), “Procedimiento para el estudio de la inter-
ferencia por hemolisis, bilirrubina y turbidez y para la
verificacion de los indices de hemalisis, ictericia y lipe-
mia” (2013) (7).

Preparacion del hemolizado y sueros base con y
sin interferente

La hemoglobina fue anadida en forma de un hemoli-
zado de eritrocitos preparado por disrupcién osmatica
con agua destilada segun el procedimiento de Meites
recomendado por la SEQC-ML (7).

Se prepard un hemolizado a partir de muestras de
sangre completa obtenidas por venopuncién en tubos
heparinizados con una concentracién de Hb de 1510 mg/
dL, y un suero base con una mezcla de sueros de pa-
cientes sin interferentes conocidos, con concentracio-
nes séricas proximas a los valores de decision clinica.

A partir del hemolizado y del suero base se prepa-
raron 2 sueros, uno sin interferente y otro con interfe-
rente.

[Rev Med Lab 2021:2(2):70-76]
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Suero sin interferente (s/i): 9 mL de suero base + 1 mL
de agua destilada

Suero con interferente (c/i): 9 mL de suero base +
1 mL de hemolizado

En la tabla | se muestran las diluciones seriadas rea-
lizadas entre la mezcla sin hemolizado y la mezcla con
hemolizado para conseguir varios grados de hemalisis.

En la tabla Il se muestra la concentracion de Hb en
cada una de las diluciones realizadas y el indice-H ge-
nerado por el analizador al que corresponde dicha con-
centraciéon de Hb.

Medicion de cada constituyente en las diluciones

Se midié la concentracion de los 32 constituyentes
en cada una de las 8 diluciones con distinto grado de
hemodlisis. Los analisis se realizaron, por duplicado, de
forma aleatoria y en la misma serie analitica. A medida
que la concentracion de Hb va aumentando en cada
una de las diluciones, se observa, en aquellos cons-
tituyentes afectados por la hemdlisis, como varia su
concentracion (Tabla Ill). Ademas, esta medicion tam-
bién nos permite analizar como afecta el interferente
en cada una de las magnitudes, obteniendo el grado
de interferencia y el indice-H proporcionado por el ana-
lizador, como se muestra en la tabla IV.

Evaluacion de las interferencias

Las interferencias se compararon de acuerdo con las
especificaciones de calidad analitica establecidas en
nuestro laboratorio derivadas de la variacion biolégica
interindividual.

Se considerd que existia interferencia significativa
cuando el cambio de concentracién debido a la presen-
cia de Hb era superior a un limite maximo establecido
para cada magnitud.

Se calculé el cambio de concentracion (% Cambio)
para cada una de las diluciones (Ci), respecto a la con-
centracion obtenida en la muestra sin interferente (C0).

% Cambio = 100 (Ci - C0) / CO

Para establecer el limite de error maximo admisible
debido a una interferencia se tuvo cuenta el coeficiente
de variacion analitico (CV,) de nuestro laboratorio obte-
nido promediando un minimo de 6 valores mensuales,
asicomo el coeficiente de variacionintraindividual (CV,)

Tabla II.

Concentracion de Hb en cada dilucion e indice-H
proporcionado por el analizador

Dilucion pL hemolizado [Hb] mg/dL indice-H
anadido
1 0 0 0
2 50 76 1
3 100 151 2
4 200 305 8
5 400 604 4
6 600 906 5
7 800 1208 6
8 1000 1510 6

Hb: hemoglobina; indice-H: indice hemolitico.

de la magnitud que se estudia (obtenida de la base de
datos de variacion bioldgica) (8-11):

Error maximo admisible = Z (CV,? + CV, A2

Z = estadistico bidireccional (1,96 para el 95 % de pro-
babilidad).

Se considerd que la interferencia era clinicamente re-
levante cuando el porcentaje de variacion del cambio
era superior al error maximo admisible (8).

100 (Ci - C0)/ C0 < 1,96 (CV,2 + CV, 2)"?

RESULTADOS

Siemens Healthineers proporciona informacién acer-
ca de las sustancias interferentes conforme al documen-
to EP07A2 del CLSI con el analizador Atellica® Solution
e informa sobre el error maximo admisible que ha es-
tablecido para la interferencia de hemdlisis siendo este
un 10 % para todos los analitos testados en el estudio.

Siemens Healthineers aporta la equivalencia entre el
indice-H proporcionado por el analizador y la concen-
tracion de Hb correspondiente.

Los valores proporcionados por el analizador para el
indice-H correlacionan con las concentraciones de Hb
obtenidas en las distintas diluciones del estudio (Tabla ll).

Tabla I.

Volumen de suero, con y sin interferente, afiadido a cada una de las diluciones seriada

Dilucion 1 2 3 4 5 6 7 8
Suero s/i (mL) 1.00 0.950 0.900 0.800 0.600 0.400 0.200 0.00
Suero c/i (mL) 0.00 0.050 0.100 0.200 0.400 0.600 0.800 1.00

[Rev Med Lab 2021:2(2):70-76]
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Tabla IlI.

Porcentaje de cambio en la concentracion de los distintos constituyentes estudiados
en funcion del grado de hemadlisis y del error maximo admisible

73

Especificaciones de calidad

Hemoglobina (mg/dL)

Ccv, cv,, 1,96*(CV,? + 75 151 302 604 906 1208 1510
Cv, 22
Error maximo % Cambio
admisible

Acido félico 19,12 24,00 60,14 16,27 34,16 71,02 113,80 13456 14830 154,86
Acido urico 1,45 8,60 17,09 1,65 5,41 4,47 718 10,94 14,12 16,24
Albumina 2,31 3,20 774 1,58 2,31 5,22 9,60 15,43 19,68 25,27
o-amilasa 2,70 8,70 17,85 0,00 1,47 1,47 1,47 1,47 2,94 3,68
ALT 5,40 19,40 39,47 6,90 10,34 13,79 20,69 51,72 72,41 89,66
AST 3,80 12,30 25,23 15,15 42,42 8788 181,82 26364 372,73 430,30
Bilirrubina directa 6,25 36,80 73,16 4,55 9,09 0,00 36,36 58,18 66,36 70,25
Bilirrubina total 6,93 21,80 44,83 5,41 9,46 2,70 1,35 4,05 4,05 1,35
BUN 4,37 12,10 25,22 4,41 2,94 1,47 1,47 2,94 5,88 8,82
Calcio 4,45 2,10 9,64 0,17 1,75 0,34 1,07 0,51 1,97 2,70
CK 3,41 22,80 45,19 3,31 10,74 26,45 38,84 83,47 99,17 125,62
Colesterol total 2,90 5,95 12,97 0,88 2,06 4,41 6,47 11,47 15,88 20,00
HDL-colesterol 7,08 730 19,93 1,05 1,05 3,16 1,05 5,26 5,26 4,21
Cloro 2,09 1,30 4,82 0,28 0,12 0,62 2,04 2,98 4,45 5,17
Creatinina 4,58 5,95 14,72 5,30 4,64 5,96 2,65 3,66 5,30 4,64
Ferritina 6,78 14,20 30,84 2,85 2,17 2,90 3,96 6,95 781 9,74
Fosfatasa alcalina 4,25 6,45 15,14 8rsil 9,09 1736 28,93 38,02 42,98 55,37
Fésforo 3,92 8,15 17,73 0,43 2,01 4,02 8,05 12,50 19,83 24,43
GGT 6,30 13,40 29,02 5,56 0,00 19,44 2778 50,00 66,67 69,44
Glucosa 1,88 5,60 11,58 0,65 0,00 0,65 0,00 1,31 3,27 3,27
Hierro 4,15 26,50 52,57 735 5,15 1,47 8897 102,94 110,29 140,44
LDH 4,90 8,60 19,40 50,18 92,73 209,1 390,55 595,27 812,00 100764
Lipasa 12,65 32,20 67,81 8,22 13,70 28,77 43,84 63,01 63,01 69,86
Magnesio 5,76 3,60 13,31 0,59 2,08 4,15 10,68 15,13 20,47 24,63
PCR 5,62 42,20 83,44 0,00 0,55 1,10 1,10 3,02 3,31 5,52
Proteinas totales 2,06 2,75 6,73 1,19 1,61 3,90 730 10,27 15,37 19,19
Potasio 1,16 4,60 9,30 580 10,79 22,13 43,22 64,75 86,51 108,11
Sodio 0,83 0,60 2,01 0,39 0,70 0,66 1,21 1,48 2,11 2,14
Transferrina 6,40 3,00 13,85 0,21 0,98 0,43 0,64 1,72 1,29 1,50
Triglicéridos 4,15 19,90 39,84 1,81 1,20 783 16,87 24,70 34,34 43,98
TSH 4,98 19,30 39,07 0,17 0,26 1,65 1,26 1,82 3,63 2,54
Vitamina B12 11,56 15,00 3712 2,50 0,63 2,50 2,75 6,51 8,26 4,88

En cursiva se reflejan los % de cambios significativos que seria recomendable tener en cuenta al informar los resultados.
CV,: coeficiente de variacion analitico de nuestro laboratorio; CV, : coeficiente de variacidn bioldgico propuesto por la SEQC-ML; CK: creatina cinasa; ALT: alani-

na-aminotransferasa; AST: aspartato-aminotransferasa; GGT: y-glutamiltransferasa; LDH: lactato deshidrogenasa; BUN: nitrgeno ureico sanguineo; TSH: hormona
tiroestimulante; PCR: proteina C reactiva.

[Rev Med Lab 2021:2(2):70-76]
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Tabla IV.

Valoracion del grado de interferencia e indice-H
detectado en los analitos estudiados

Constituyente

Interferencia
por hemolisis

Grado
de interferencia

indice-H

Acido félico

++ 8
Acido trico Nula 0
Albumina + 4
a-amilasa Nula 0
ALT + 5
AST ++ 2
Bilirrubina directa Nula 0
Bilirrubina total Nula 0
BUN Nula 0
Calcio Nula 0
CK + 5
Colesterol total + 6
HDL-colesterol Nula 0
Cloro + 6
Creatinina Nula 0
Ferritina Nula 0
Fosfatasa alcalina - 3
Fosforo + 6
GGT + 5
Glucosa Nula 0
Hierro + 4
LDH ++ 1
Lipasa + 6
Magnesio + 6
PCR Nula 0
Proteinas totales + 4
Potasio ++ 2
Sodio + 6
Transferrina Nula 0
Triglicéridos + 6
TSH Nula 0
Vitamina B12 Nula 0

Grado de interferencia: (+): positiva; (++): fuertemente positiva; (-); negativa;

nula: no interferencia. Hb: hemoglobina; CK: creatina cinasa. ALT: alani-
na-aminotransferasa; AST: aspartato-aminotransferasa; GGT: y-glutamil-

transferasa; LDH: lactato deshidrogenasa; BUN: nitrégeno ureico sanguineo;

TSH: hormona tiroestimulante; PCR: proteina C reactiva.

[Rev Med Lab 2021:2(2):70-76)

En la tabla lll se expone el cambio de concentracidon
(% Cambio) del constituyente con respecto del resul-
tado inicial y las especificaciones de calidad analitica
para el error maximo admisible. Se considera “no in-
terferencia” cuando Ci-Co < error maximo admisible, e
interferencia positiva o negativa cuando Ci-Co > error
maximo admisible.

En la tabla IV se refleja el valor del indice-H, gene-
rado por el analizador, a partir del cual se empieza de-
tectar interferencia. Si la interferencia se detecta desde
indice-H = 1 sera una interferencia fuertemente positi-
va. La deteccion de un indice-H > 4 se explica como in-
terferencia positiva, la medicion no se ve afectada por
la interferencia hasta alcanzar una concentracion de Hb
equivalente a un indice-H = 4. Por ultimo, para aquellos
constituyentes que no se ven afectados por la hemali-
sis (indice-H = 0), esta interferencia no es significativa,
no hay ninguna concentracion de Hb que afecte a estos
analitos. La concentracion de Hb a la que equivale cada
indice-H se expone en la tabla V.

Tabla V.

Relacion entre indice-H y concentracion de Hb
(Siemens Healthineers)

indice-H
0 <10
11-130
131-249
250-499
500-749
750-999
>1000

Hemolisis (mg/dL)

—

o |l | bW (N

Hb: hemoglobina; indice-H: indice hemolitico.

En la figura 1 se representan graficamente los consti-
tuyentes bioquimicos afectados por la interferencia de
manera fuertemente positiva (AST [aspartato amino-
transferasal, LDH [lactato deshidrogenasa] y potasio).
En la figura 2 se representa el resto de magnitudes in-
terferidas por la hemalisis de manera positiva (14 ana-
litos) y negativa (fosfatasa alcalina).

DISCUSION

El analizador Atellica® Solution detecta la hemolisis
en muestras de suero mediante un indice-H, generando
unas tablas de tolerancia con unos indices de decision
que nos indican cuando hay una interferencia relevan-
te. Sin embargo, los resultados de la interferencia en
un sistema analitico no pueden ser generalizados para
otros reactivos o instrumentos, siendo recomendable
que cada laboratorio sea capaz de identificar su inter-
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Figura 1 - Interferencia fuertemente positiva causada por la he-
modlisis en la medicion de la LDH, AST, potasio.
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Figura 2 - Interferencia positiva causada por la hemdlisis en
la medicion del acido folico, CK, ALT, hierro, lipasa, proteinas
totales, magnesio, cloro, GGT, colesterol total, triglicéridos, al-
bumina, sodio y fésforo. Interferencia negativa causada por la
hemodlisis en la medicion de la fosfatasa alcalina.

ferencia hemolitica, especialmente ante una incorpora-
cion de nuevos analizadores en el laboratorio, en base
a su propio criterio de significacidon clinica de la inter-
ferencia. Los resultados que se obtengan puede que
no concuerden con los resultados de nuestro estudio.
Estas discrepancias pueden ser debidas a que el pro-
tocolo de estudio del fabricante puede ser distinto del
empleado por el laboratorio y/o a diferentes criterios
para establecer significacion clinica de la interferencia.
En nuestro caso, detectamos correlacion entre lo que
nos dice el fabricante con los resultados obtenidos en
nuestro estudio. En base a nuestros resultados, con
nuestro criterio para establecer significacién clinica de
la interferencia, decidimos que con un indice-H < 3 se
informan los resultados anadiendo un comentario que
refleje la presencia de interferencia. Ante una hemolisis
con indice-H > 4, los resultados no se informan, solici-
tando una nueva muestra sin interferencia en el plazo
de tiempo adecuado para la atencion del paciente (8,9).

Los resultados obtenidos en este estudio pueden ser
aplicados por aquellos laboratorios que utilizan Atelli-
ca® Solution usando su propio CV, (5).

Los laboratorios deben asegurar la deteccidon de la he-
molisis y tener establecidas las acciones llevadas a cabo
frente a estas muestras. Si no se puede obtener una
nueva muestra, Simundic y cols. recomiendan que el es-
pecialista de laboratorio se comunique con el médico y
busque una solucion adaptada al paciente individual (12).
Cadamuro y cols. asesoran a los especialistas de labora-
torio para que pregunten al médico por qué se solicito el
analisis de la muestra si el paciente se encuentra en una
condicion critica, qué tan factible es obtener una nueva
muestra y qué tan precisos deben ser los resultados para
la toma de decisiones médicas (13). De esta manera, se
realiza una evaluacion del riesgo sopesando la probabi-
lidad de inducir dano al no informar un resultado, contra
la probabilidad de infligir dano sobre la base de informar
un resultado con una incertidumbre muy grande (13).

Pineda-Tenory cols. establecen la necesidad de tener
en los laboratorios mecanismos que ayuden a minimi-
zar todo lo posible los errores preanaliticos que puedan
dar lugar a la hemolisis. La prevalencia de las muestras
hemolizadas se encuentra en torno al 3,3 %, constitu-
yendo aproximadamente del 30 al 70 % de las causas
de rechazo en el laboratorio clinico. Pese a que la pre-
sencia de hemolisis puede indicar un estado patolégi-
co en el paciente, se estima que en torno al 97 % de los
casos de hemdlisis se originan como consecuencia de
errores y actividades incorrectas durante la fase prea-
nalitica, siendo por lo tanto evitables (14).

Se deben distinguir las situaciones en que la he-
molisis es un componente relacionado con procesos
preanaliticos y son situaciones controlables (in vitro),
incluyendo aspectos relacionados con la extraccion,
transporte, procesado y almacenaje, de las que estan
relacionadas con un proceso patolégico del paciente
(in vivo), las cuales no se pueden considerar como
errores preanaliticos, siendo un componente de varia-
bilidad bioldgica no controlable (2,14).

[Rev Med Lab 2021:2(2):70-76]
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Cuando nos referimos a las causas de hemolisis aso-
ciadas a un proceso patoldgico del paciente, aunque en
la mayoria de las enfermedades que cursan con des-
truccion acelerada de los hematies esta se produce en
la red microvascular y en las areas especializadas en la
recuperacion de los elementos intraeritrocitarios como
el bazo (hemolisis extravascular), solo en las enferme-
dades que producen una destruccion masiva, que so-
brepasa la capacidad de los sistemas de recuperacion,
se encuentra hemoglobina libre en el plasma (hemoli-
sis intravascular) como ocurre en la anemia hemoliti-
ca, en patologias que producen fragmentacién de los
hematies como las valvulopatias o microangiopatias y
la hemolisis producida por agentes quimicos o infec-
ciosos. En la hemolisis intravascular, los componentes
de mayor tamano, como la LDH, se mantienen durante
mas tiempo en la circulacién, lo que permite su utiliza-
cion como indicador de hemdlisis intravascular (15). La
diferenciacién entre ambos tipos de hemalisis es com-
pleja, pudiendo ser de utilidad la determinacion de bi-
lirrubina indirecta y reticulocitos, elevados en casos de
hemadlisis intravascular, y de haptoglobina, disminuida
en estos mismos casos (14).

El conocimiento adecuado de los factores que pue-
den inducir la hemdlisis, asi como la implementacion
de procedimientos de recoleccion estandarizados, son
esenciales para minimizar las tasas de hemalisis y me-
jorar la fiabilidad de los resultados. Por lo tanto, debe
existir una comunicacion clara con los médicos que
solicitan las pruebas para que tomen una decision ade-
cuada sobre cdmo interpretar la hemolisis (15).

Dada la escasa bibliografia sobre el anélisis de inter-
ferencias de hemodlisis en los ensayos llevados a cabo
en Atellica® Solution, con este estudio pretendemos
aportar evidencia en cuanto a las decisiones a adoptar
en presencia de este tipo de interferencia.

Limitaciones

Las limitaciones de este estudio derivan del empleo
de la base de datos de variacién bioldgica, ya que mu-
chas de ellas podrian ser consideradas como “provi-
sionales” (12), por lo que estos resultados han de ser
revisados con cada actualizacién de la base de datos.

El estudio se ha realizado en muestras con una con-
centracién del analito préxima a los valores de decision
clinica. En algunos casos, el efecto de la interferencia
no solo depende de la concentracion de la sustancia
interferente, sino también de la concentracion del ana-
lito, por lo que convendria realizar el estudio de interfe-
rencias a diferentes concentraciones de analito.

[Rev Med Lab 2021:2(2):70-76)
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CASO CLiNICO

El sindrome de resistencia a hormonas tiroideas
(RHT) es una rara entidad clinica, causada por muta-
ciones en el gen del receptor B de hormonas tiroideas
(thyroid hormone receptor beta, THRI3), cuyo diagndsti-
co definitivo se basa en el estudio genético.

Exponemos el caso de un varén de 67 anos que presen-
ta valores elevados de la fraccion libre de tiroxina (fT4)
y triyodotironina (fT3) con niveles de tirotropina (TSH)
no suprimida en un analisis bioquimico realizado para el
estudio familiar de RHT, motivado por el diagnodstico de
una de sus hijas. Ademas, una sobrina fue diagnostica-
da recientemente de RHT con hiperfuncion tiroidea, no
confirmada genéticamente por negativa de la paciente.

Ante el resultado del perfil tiroideo que presentaba
(fT4 2,85 ng/dL [0,93-1,70], fT3 4,65 pg/mL [2-4,40], TSH
4,57 pUl/mL [0,5-8,90]), fue remitido al servicio de en-
docrinologia que amplia el estudio y confirma la persis-
tencia de hipertiroxinemia con niveles de TSH dentro del
intervalo de referencia. El estudio de anticuerpos antipe-
roxidasa tiroidea, antitiroglobulina y antirreceptor deTSH
resulté negativo y la subunidad alfa de TSH (alfaTSH) en
suero dentro de la normalidad (84 mg/dL [50-117]).

El paciente ha cursado de forma asintomatica y no
refiere haber presentado clinica sugestiva de disfun-
cion tiroidea a lo largo de su vida. En la exploracién
fisica solo destac6 un discreto bocio que se confirma
en el estudio ecogréfico.

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

e-mail: rocarod@hotmail.com

Ante la sospecha clinica de RHT se realizé estudio de
secuenciacion masiva. Para ello se procedio a la ex-
traccion de acido desoxirribonucleico (ADN) a partir de
sangre periférica siguiendo los procedimientos estan-
darizados y se aplico el panel de secuenciacion TruSi-
ght One (lllumina) que incluye el gen THRRB. La captura
y enriquecimientos de las regiones exonicas y de las
zonas flanqueantes de los genes analizados se realizd
con la tecnologia Nextera Rapid Capture™, y el proceso
de secuenciacion en el equipo NextSeq™ (lllumina).

El analisis de los datos obtenidos mediante el softwa-
re bioinformatico Ingenuity Variant AnalysisTM (QlA-
GEN) detect6 la variante ¢.737T>C (p.L246P) en el gen
THRB (NM_000461.4) en heterocigosis.

Para el analisis de la variante identificada se utilizd
como genoma de referencia GRCh37/hg19, consultan-
dose las bases de datos The Human Gene Mutation
Database (HGMD) Public, ClinVar, Exome Aggregation
Consortium, Online Mendelian Inheritance in Man y
Database of Single Nucleotide Polymorphisms. Poste-
riormente se llevo a cabo la confirmacién de la variante
encontrada por secuenciacion Sanger (Fig. 1).

Esta variante, que también ha sido detectada en su
hija primogénita (caso indice), no estd descrita como
patologica por lo que el resultado del estudio genético
no permite establecer un diagndstico certero de confir-
macion de RHT.

Continuando con el estudio de segregacion, su se-
gunda hija y el hijo de su primera hija presentaron
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NM_000461.4(THRB): c.737T>C p.(Leu246Pro)

Figura 1 - Electroferograma secuenciacion Sanger. Se identifica variante de significado incierto tipo misssense en el paciente y su
hija ¢.737T>C (p.L246P) en el gen THRB (NM_000461.4) en heterocigosis (flecha roja).

un perfil tiroideo normal y el estudio genético por se-
cuenciacion Sanger no detecté la variante ¢.737T>C
(p.L246P) en el gen THRB. Los padres y el hermano del
paciente habian fallecido en el momento del estudio,
por lo que no se pudieron incluir en el mismo.

DISCUSION

La RHT (OMIM 190160, 188570, 145650) es una afec-
cion endocrina muy poco frecuente, a menudo diag-
nosticada de forma tardia, lo que demora el manejo
de la misma. Se caracteriza por un aumento de niveles
de hormonas tiroideas con TSH dentro del rango de
normalidad e incluso aumentada (1). A pesar de que
su prevalencia no esta determinada, se reconoce como
una condicion muy rara que afecta aproximadamen-
te a 1 de 40.000 personas, con la publicacién de unos
3.000 casos en todo el mundo.

La forma clasica de RHT esta causada por variantes
patogénicas heredadas o “de novo” del gen THRE, que
codifica la subunidad beta del receptor de hormonas ti-
roideas THRI3, cuya consecuencia es una falta de sensi-
bilidad del receptor a la accion de dichas hormonas (2).
Presenta un patron de herencia autosémica dominante,
y por tanto un riesgo de transmision a la descendencia
del 50 % en cada gestacion. La presentacion clinica de
esta entidad es muy variable, pudiéndose manifestar
como bocio no téxico, como hipertiroidismo si la resis-
tencia se limita a la hipofisis, o como hipotiroidismo en
caso de resistencia periférica. Sin embargo, en la mayo-
ria de ocasiones la elevacion de la concentracion de la
fraccion libre de hormonas tiroideas compensa la resis-
tencia del receptor y el paciente permanece eutiroideo.
A pesar de esta heterogeneidad clinica, la hipertiroxi-
nemia persistente es una caracteristica clinica comun y
la presencia de bocio una de las manifestaciones mas
frecuente, presente en el 95 % de pacientes y conse-
cuencia de la elevacion de los niveles deTSH (3,4).

[Rev Med Lab 2021:2(2):77-79]

Aunque esta enfermedad tiene una predisposicion
genética, algunos casos son esporadicos, lo que suce-
de con mayor frecuencia en ninos y adolescentes (3).
En el diagnostico diferencial, la RTH debe distinguirse
de las enfermedades autoinmunes del tiroides, el ade-
noma hipofisario secretor de TSH y las anomalias en
las proteinas transportadoras de hormonas tiroideas
principalmente (5).

Las variantes genéticas que afectan al gen THRIS se
pueden anadir a las directrices de diagndstico para la
RHT como criterio de apoyo, aunque considerando que
en el 15 % de los pacientes notificados no se detectan
variantes (5).

En el caso que presentamos, la variante identificada
fue hallada tanto en el caso indice como en nuestro
paciente (padre), ambos con perfil bioquimico tiroideo
alterado. Esta variante predice la sustitucion del aminoa-
cido leucina por prolina en la posicidén 246 de la proteina,
afectando a varios dominios funcionales. Se encuentra
descrita en las bases de datos ClinVar(439311) como va-
riante de significado clinico incierto asociada a resisten-
cia a hormonas tiroideas, sin embargo, no se encuentra
descrita en la bibliografia ni en las bases de datos clini-
cas y poblacionales consultadas. Los predictores bioin-
formaticos (MutationTaster y Polyphen-2) estiman que
el cambio tendria un efecto patogénico.

Al no estar descrita la variante encontrada como pa-
toldgica, el resultado del estudio genético no permite
establecer un diagnostico certero de RHT autosémica
dominante, por lo que esta indicado el estudio de se-
gregacion, es decir, el estudio de la variante tanto en
familiares sanos como afectos para ver si segrega con
la enfermedad (6).

El estudio de segregacion se ha llevado a cabo me-
diante secuenciacion Sanger y no ha detectado la
variante ¢.737T>C (p.L246P) en el gen THRI3 en los fa-
miliares que presentaron un perfil hormonal tiroideo
normal (Fig. 2).
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Figura 2 - Pedigree del paciente y resultados de los estudios
genéticos realizados. La variante de significado incierto tipo
misssense en heterocigosis, ¢.737T>C (p.L246P) en el gen
THRRB(NM_000461.4), se ha identificado en el caso indice y su pa-
dre, no pudiéndose confirmar con estudio genético en su prima.
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Debido a la presentacién clinica inespecifica de esta
entidad, los pacientes pueden ser diagnosticados erro-
neamente si el clinico no esta familiarizado con esta
condicion, lo que conlleva la frustracion del paciente,
el retraso en el diagndstico y en ocasiones la aplicacion
de tratamientos inapropiados (7).

Desafortunadamente, actualmente no existe una te-
rapia curativa para la RTH, por lo que el objetivo del
tratamiento es conseguir el estado eutiroideo del pa-
ciente mediante terapia individualizada (8).

El avance en el diagnostico de estas enfermedades
raras ha sido posible en muchas ocasiones gracias a
las pruebas genéticas de secuenciacion masiva que
han revolucionado el campo de la medicina (9,10). Por
ello, debe promoverse el estudio genético para catalo-
gar correctamente estas entidades endocrinas y detec-
tar familiares afectos que de otro modo permanecerian
sin diagnosticar.

Ante el hallazgo de una variante de significado clini-
co incierto, el diagndstico se debe basar en aspectos
clinicos y no solo en el estudio genético. En este caso,
la valoracion clinica, los predictores informaticos, el
tipo de variante missense y el estudio de segregacion
familiar apoyarian el diagndstico de RHT.

En un futuro proximo, esperamos que muchas de es-
tas variantes de significado incierto encontradas puedan
catalogarse como patologicas con la suficiente eviden-
cia cientifica para arrojar mas luz al proceso diagndstico.

Por ultimo, destacar la importancia del diagndstico
del caso indice y de la deteccion de familiares afectos
mediante el estudio familiar ya que va a permitir no
solo el manejo clinico de estos pacientes, sino también
ofrecer asesoramiento genético a aquellos individuos
en edad reproductiva. Al tratarse de un patron de he-
rencia autosémica dominante, el riesgo de transmisiéon
a la descendencia es del 50 % en cada gestacion.

PUNTOS A RECORDAR:

La RHT (OMIM 190160, 188570, 145650) es una
afeccion endocrina muy poco frecuente, caracte-
riza por un aumento de niveles de hormonas tiroi-
deas fT4 y fT3 conTSH no suprimida.

La forma clasica de RHT esta causada por varian-
tes patogénicas heredadas o “de novo” del gen
THRB, que codifica la subunidad beta del receptor
de hormonas tiroideas, cuya consecuencia es una
falta de sensibilidad del receptor a la accion de di-
chas hormonas.

La presentacion clinica de esta entidad es muy va-
riable, incluyendo hipertiroidismo, hipotiroidismo
o bocio no toxico.

El objetivo del tratamiento es conseguir el estado
eutiroideo en el paciente.

El avance en el diagnostico de estas enfermeda-
des raras ha sido posible gracias a las pruebas ge-
néticas de secuenciacion masiva.
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CASO CLIiNICO

Mujer de 75 anos, caucasica, con antecedentes per-
sonales de hipertensién arterial, diabetes mellitus tipo
2, dislipemia e hipotiroidismo tras tiroidectomia total.
Mantiene controles en Hematologia por mieloma multi-
ple (MM) quiescente IgG lambda. Le fue diagnosticado
en 2018, estadio DS llIB e ISS lll con hemoglobina 81 g/L
(115-165 g/L), creatinina 2,48 mg/dL (0,55-102 mg/dL) y
B2-microglobulina 12,1 mg/L (1,2-3 mg/L). El estudio
de FISH resulté negativo para p53, CDKN2C/CKS1BR e
IgHR. Inici6 tratamiento con daratumumab-lenalidomi-
da-dexametasona.

Durante la revision en septiembre de 2020, presenta
dolor 6seo en la zona lumbosacra, incapacitante, que
empeora con los movimientos y que no mejora con
analgésicos, precisando el uso de opiaceos. La explo-
racion fisica cardiopulmonar y neuroldgica es normal.
Las radiografias de serie 6sea no muestran lesiones li-
ticas y/o aplastamientos y/o fracturas. En la tomografia
por emision de positrones-tomografia computarizada
(PET-TC) se observan fracturas costales y aplastamien-
to vertebral en L2.

En las pruebas complementarias, la hematimetria
identifica una hemoglobina 75 g/L (115-165 g/L), un vo-
lumen corpuscular medio 102,7 fl (80-99 fl), siendo lo
restante normal. El autoanalizador describe una alar-
ma de células atipicas, procediendo a realizar un frotis

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

e-mail: vilchez_alb@gva.es

de sangre periférica, donde se observa la presencia de
células plasmaticas circulantes (CPC) en el 24 % de la
celularidad global (Fig. 1) con fendmeno de Rouleaux.
La bioquimica muestra un aumento de creatinina
2,95 mg/dL (0,55-1,02 mg/dL), gamma glutamil-trans-
ferasa de 113 U/L (< 38 U/L), lactato deshidrogenasa de
332 U/L (120-246 U/L) y calcemia de 10,9 mg/dL (8,7-
10,4 mg/dL). La determinacion de vitamina B12, acido

Figura 1 - Presencia de células plasmaticas en sangre periférica.
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Leucemia de células plasmaticas secundaria

folico y marcadores tumorales (CEA, CA19.9 y AFP) son
normales. Los resultados de serologia microbiana, los
anticuerpos antinucleares (ANA) y anticuerpos antici-
toplasma de neutréfilo son negativos.

Siendo los resultados orientativos para un MM sin-
tomatico con leucemizacién, se solicitan pruebas diri-
gidas a cuantificar la paraproteina y se realiza puncion
de médula 6sea, incluyendo estudio citométrico. La
inmunoglobulina IgG es de 2230 mg/dL (700-1600 mg/
dL) con inmunoparesia concomitante. La electrofore-
sis de proteinas con 21,8 g/L de componente mono-
clonal, cuya inmunofijacion en suero es IgG lambda.
Las cadenas ligeras libres lambda de 11300 mg/L (<
11,3 mg/L), las cadenas ligeras libres kappa de 44 mg/L
(< 25,8 mg/L) y el cociente kappa libre/lambda libre de
0,001 (0,3-1,56). La proteinuria de 24 horas es 6180 mg
(< 150 mg) y la proteinuria de Bence-Jones es positi-
va, siendo la inmunofijacion en orina tipo IgG lambda.
La puncién aspirativa de médula ésea (MO) muestra
una infiltracion plasmocitaria del 55 % (Fig. 2). Las ca-
racteristicas morfoldgicas observadas son las tipicas
de células plasmaéticas. Presentan una forma ovalada
con abundante citoplasma basoéfilo y peltcido con ele-
vada relacion nucleo/citoplasma. El nucleo es redon-
do y excéntrico, y la cromatina dispuesta en bloques
piramidales contra la membrana nuclear. El estudio
inmunofenotipico en sangre periférica y médula dsea
muestra antigenos CD19-, CD45-, CD56+, CD38+++,
CD138++. Todos estos hallazgos son compatibles con
una leucemia de células plasmaticas (LCP), secundaria
a su mieloma multiple conocido.

DISCUSION

Las discrasias plasmocelulares incluyen entidades
como las gammapatias monoclonales de significado in-
cierto, el mieloma multiple (MM), el plasmocitoma extra-
medular, el plasmocitoma solitario de hueso y la LCP (1).

Figura 2 - Presencia de células plasmaticas en médula dsea.

La LCP es una variante infrecuente, de curso clinico
agresivo y corta supervivencia. Se clasifica en primaria
(LCPp), originada “de novo” y secundaria (LCPs), que co-
rresponde a la transformacion leucémica de un MM (2).

La incidencia y prevalencia se desconoce, pero se ha
estimado en el 0,5-3 % de todas las discrasias plasmo-
celulares, siendo el 60 % las formas primarias y el 40 %
las formas secundarias (progresién en 1-4 % de los
MM) que van siendo cada vez mas comunes, al aumen-
tar la supervivencia de los MM en tratamiento (1-4).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la In-
ternational Myeloma Working Group (IMWG) definen a
la LCP como la presencia de células plasmaticas circu-
lantes en al menos el 20 % de los leucocitos de sangre
periférica y/o un valor absoluto de 2x10° /L (3).

El diagnostico requiere de una historia completa,
examen fisico, pruebas de laboratorio y radioldgicas
similares a las necesarias para cualquier discrasia plas-
mocelular.

La forma de presentacion varia, teniendo la LCPp un
curso clinico mas leucémico, a edades mas jovenes,
con insuficiencia medular (plasmocitosis moderada),
infiltracién hepatoesplénica y nodal, fracaso renal,
marcadores tumorales elevados (LDH, f2-microglobu-
lina) y menor afectacion 6sea. La LCPs cursa en eda-
des mas avanzadas, con sindrome de hiperviscosidad,
hipercalcemia, fracaso renal, proteinuria de Bence-
Jones, citopenias por infiltracion medular y lesiones
osteoliticas, correspondiendo a la fase terminal del
MM. La paraproteina mas comun es IgG (33 %), segui-
do de IgA (20 %) e IgD (3 %), sin describirse apenas
casos de IgE (1%) (2,3,5).

En cuanto al inmunofenotipo, la expresién de antige-
nos CD38 y CD138 son excelentes marcadores de célu-
las plasmaticas y no difieren entre MM y LCP, mientras
que CD2, CD3 Y CD16 son consistentemente negativos.
La inactivacion del alelo tp53 ocurre en el 56 % de la
LCP primaria y en el 83 % de la LCP secundaria (2,5).

La definicion de LCP, por medio de la evaluacion
microscopica de un frotis sanguineo, se deriva del re-
cuento diferencial de globulos blancos (donde cuantifi-
camos las CPC en porcentaje o valor absoluto). A pesar
del uso cada vez mas extendido de la automatizacion
en hematologia, y teniendo en cuenta que estos equi-
pos registran algunas alarmas “células atipicas, entre
otras’ la citomorfologia sigue siendo una herramienta
para la orientacion y diagndstico de algunas hemopa-
tias, bajo una estrecha relacion con la clinica y facilitan-
do diferentes estrategias de tratamiento. Por otro lado,
la relacién entre el recuento de CPC y la supervivencia
ha sido motivo de varios trabajos, observando que hay
muchos mas pacientes con MM con 5 a 19 % de CPC
que se comportan fenotipicamente similares a los que
tienen MM con > 20 % de CPC. Algunos autores pro-
ponen, que la LCP deberia definirse como la presencia
de > 5 % de CPC en un frotis de sangre periférica, en
pacientes que cumplen con los criterios de diagndstico
para MM, ya que la LCP es una entidad clinica y biolé-
gicamente distinta del MM, especificamente del MM de

[Rev Med Lab 2021:2(2):80-82]
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alto riesgo, y conlleva un peor prondstico (6). Como es
el caso que se comunica, la correcta realizacion e inter-
pretacion de un frotis sanguineo, junto con las pruebas
de laboratorio clinico y hematoldgico, han permitido
el diagndstico precoz de LCPs para, posteriormente,
ofrecer el tratamiento mas oportuno. Es por esto que el
especialista de laboratorio debe estar en continua for-
macion citomorfoldgica, ya que estos hallazgos pueden
suponer parte de su carga asistencial, tanto en el labo-
ratorio de rutina como en el laboratorio de urgencias.

PUNTOS A RECORDAR:

— La LCP es una variante infrecuente, de curso cli-
nico agresivo y corta supervivencia, dentro de las
discrasias plasmocelulares.

— La LCP se define por la presencia de CPC > 20 %
del contaje total de leucocitos y/o un valor abso-
luto de 2x10%/L.

— Las LCP pueden ser primarias (60 %) o secunda-
rias (40 %), presentando diferencias bioldgicas y
clinicas.

[Rev Med Lab 2021:2(2):80-82]

— El estudio morfolégico de sangre periférica es fun-
damental en esta patologia, ya que permite una
réapida orientaciéon diagnostica.
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CASO CLIiNICO

Mujer de 67 anos, sin habitos toxicos ni antecedentes
de interés, acude a urgencias por tos seca sin expecto-
raciones, acrecentada en los ultimos dias. No presenta
fiebre, disnea ni ortopnea, pero si mialgias asociadas
al esfuerzo tusivo. En radiografia de térax se observan
opacidades bibasales en mayor proporcion en el pul-
mon izquierdo, con patrén en vidrio deslustrado bila-
teral y periférico. Se diagnostica de neumonia bilateral
por SARS-CoV-2 bajo criterios clinicos, con pruebas
PCR (polymerase chain reaction) negativas en 2 oca-
siones. Es derivada a un hospital de campana con tra-
tamiento (hidroxicloroquina y antibidticos) y tras unos
dias se da de alta.

Pese a una leve mejoria inicial, comienza un em-
peoramiento con tos seca, disnea y fiebre, y regresa
a urgencias. En la exploracién se aprecia un derrame
pleural izquierdo (Fig. 1A). Por ello, se le realiza un dre-
naje toracico extrayéndose liquido pleural para su es-
tudio inicial en el laboratorio.

El analisis hematimétrico del liquido (DxH-900, Beck-
man Coulter) revela elevada presencia de células, tan-

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

to hematies (5233/uL), como leucocitos (4593/uL), con
predominio neutrofilico (75 %).

Los resultados de las pruebas bioquimicas indican
que se trata de un exudado segun los criterios de Light
(Tabla I). Estos criterios orientan a exudado si se cum-
ple una de las tres caracteristicas: ratio proteinas li-
quido/suero > 0,5; ratio lactato deshidrogenasa (LDH)
liquido/suero > 0,6; concentracién de LDH en el derra-
me superior a 2/3 el limite superior en suero (1). En
este caso ademas de cumplir los tres criterios, desta-
ca la alta concentracion de LDH presente en el derra-
me. Debido a este hallazgo, junto con la distribucién
de poblaciones anémala del scattergrama, se realiza
una citocentrifugacion con posterior tinciéon de Wright-
Giemsa para comprobar el aspecto celular. Al micros-
copio Optico se observaron poblaciones de células
atipicas con caracteristicas citoldgicas de malignidad
(Fig. 1B): células con cromatina laxa, intensa basofilia
citoplasmatica, grandes vacuolas, presencia de varios
nucleos, mitosis, tendencia a formar “nidos celulares”
y a constituir sincitio (2). Se informa al servicio peticio-
nario de los hallazgos y de la ampliacién de un panel
de marcadores tumorales en suero y liquido (Tabla I).
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Figura 1 - A. Derrame pleural izquierdo en radiografia de térax. B. Estudio citoldgico inicial (tincion de Wri-
ght-Giemsa tras citocentrifugacion). Las células presentan caracteristicas citoldgicas de malignidad: grandes
vacuolas, intensa basofilia, agrupaciones celulares y gran tamano celular, junto a hallazgo de mitosis (flecha).

El servicio peticionario envia también muestra al ser-
vicio de Anatomia Patoldégica (AP) para confirmacion
diagnéstica.

A la espera de los resultados se le realiza una ex-
ploracion por tomografia axial computarizada (TAC)
observandose masas pulmonares sospechosas de ma-
lignidad, confirmandose posteriormente desde AP el
diagndstico en biopsia bronquial: carcinoma de célu-
las no pequenas, con perfil inmunohistoquimico con-
gruente con adenocarcinoma de origen pulmonar. La
paciente es derivada al servicio de Oncologia Médica
clasificando el tumor como estadio IV (T3N3M1a) con

invasion mediastinica bilateral, parenquimatosa pul-
monar contralateral, pleural y pericardica en progresién
clinica y metastasis Unica occipital izquierda. El estudio
de biologia molecular mediante NGS (next generation
sequencing) indica una fusidon positiva en gen EML4-
ALK, siendo su diagnodstico principal un carcinoma de
células no pequenas de LIl en forma de linfangitis carci-
nomatosa estadio IV ALK traslocado (EML4-ALK).

Se comienza tratamiento y en la revision a los dos
meses se observa desaparicion de la metastasis occi-
pital y ausencia de captaciones patolégicas en TAC ab-
dominal.

Tabla I.

Resultados de las pruebas bioquimicas y del panel de marcadores tumorales del liquido pleural (LP)
y del suero del paciente

Parametro LP Suero Valor referencia (suero) Cociente LP/suero
Glucosa, mg/dL 32*% 139 70-110 0,2
Proteinas, g/dL 4,4 6,3 6,4-8,3 0,7
LDH, U/L 3288* 313* 135-214 10,5*
CEA, ng/mL 356* 2,54 <5 140,2
Ca15.3, U/mL 566* 107* < 28,50 5,3
Ca125, U/mL 39970* 214* <35 186,8
Ca19.9, U/mL 43530* 29,2 <34 1490,7
Ca72.4, U/mL 1980* 43,10* <69 45,9
CYFRA21.1, ng/mL 8520* 9,68* =83 889,3
NSE, ng/mL > 1500* 24,20 <16,3 -
SCC, ng/mL 13,1* 5,3* <25 2,5

*Parametros alterados.

[Rev Med Lab 2021:2(2):83-86]



Hallazgo inesperado de carcinoma de pulmdn en liquido pleural
enmascarado por sospecha de neumonia por SARS-CoV-2

DISCUSION

Los liquidos serosos (pleural, pericardico y perito-
neal) son ultrafiltrados del plasma que se encuentran
en las cavidades correspondientes rodeando las visce-
ras. En condiciones normales se presentan como un li-
quido de pequeno volumen que actia como lubricante
y que permite el movimiento de los érganos evitando
la friccién y su colapso.

El mantenimiento de este volumen depende de las
tasas de produccién y reabsorcion, que es producto
tanto de las presiones hidrostaticas y coloidales, como
de la permeabilidad vascular y linfatica (3). Todo acu-
mulo se considera anormal y puede ser reflejo de una
enfermedad pleural, pulmonar o extrapulmonar. Es lo
que se denomina derrame pleural y requiere ser anali-
zado para establecer su causa (1).

El derrame pleural maligno es una de las causas mas
frecuentes de exudado pleural. Se ha demostrado que
del 42 al 77 % de los exudados pleurales son secunda-
rios a malignidad (4). Los procesos neoplasicos mas
comunmente asociados a derrames malignos son, en
primer lugar, el cancer de pulmoén (50 %), seguido del
cancer de mama (20 %), linformas y mesoteliomas (5,6).
Cuando existe metastasis y se produce afectacion de
la pleura, se generan cambios en el mesotelio (capa
de células que recubre el espacio pleural), lo que pue-
de inducir descamacién o engrosamiento del mismo y
en algunos casos fibrosis de la pleura.Todo esto puede
derivar en un bloqueo del drenaje linfatico, causante
del acamulo del liquido en el espacio pleural (4,6).

En relacién al analisis citoldgico de los liquidos bio-
logicos es importante diferenciar las células que apa-
recen frecuentemente, como eritrocitos, leucocitos,
macrofagos y células mesoteliales, de las células ati-
picas. Hay que considerar que el aspecto de las células
hematoldgicas en los liquidos puede variar en relacion
a las encontradas en sangre, debido al proceso de
centrifugacion (mayor tamano y basofilia, pérdida del
contorno celular y nuclear) (2). Las células mesotelia-
les son células heterogéneas de revestimiento de las
cavidades serosas, por lo que es frecuente encontrar-
las en los liquidos sin asociarse a ninguna patologia.
Por esta heterogeneidad que presentan es importante
conocer sus caracteristicas para saber identificarlas y
distinguirlas de las células atipicas tumorales.

El hallazgo citoldgico de células atipicas orienta la
patologia de la paciente hacia una causa tumoral. La
elevacion generalizada de los marcadores tumorales
en el liquido indica una alta probabilidad de derrame
maligno. Una vez descartadas la insuficiencia renal,
hepatopatia y enfermedades dermatolégicas, un au-
mento de los antigenos carbohidratos CA72.4 > 21 U/
mL, CA19.9 > 201 U/m, CA15.3 > 82 U/mL o del antige-
no carcinoembrionario (CEA) > 60 ng/mL en el liquido
pleural junto con un cociente liquido/suero > 1,2 tienen
un valor predictivo positivo mayor de 99 % en el diag-
nostico de derrame pleural maligno (7), situacion tam-
bién descrita por otros autores aunque con diferencias
en los puntos de corte propuestos (8,9).

En cuanto al tipo de tumor, en el suero de la paciente
destaca una elevacién de SCC > 2 ng/mL (antigeno de
carcinoma de células escamosas) que orienta hacia el
carcinoma de células no pequenas (NCICP) junto con
la elevaciéon (> 3,3 ng/mL) del antigeno del fragmen-
to de citoqueratina 19 (CYFRA 21.1) y mucinas (Ca15.3,
Ca72.4). Ademas, la enolasa-neuro-especifica (NSE),
que es un marcador de carcinoma de células peque-
nas, tiene un valor inferior a 25 ng/ml, que es el punto
de corte considerado como discriminante de maligni-
dad, lo que apoya la sospecha de NCICP (10). En re-
sumen, los parametros de laboratorio indican con alta
probabilidad una etiologia maligna del derrame que
impresiona como NCICP, posteriormente confirma-
do vy tipificado por AP como carcinoma de células no
pequenas con perfil inmunohistoquimico congruente
con adenocarcinoma de origen pulmonar. El subtipo
histolégico de carcinoma de células no pequenas no
siempre es posible sospecharlo en base al patron de
marcadores tumorales estudiados como es el caso del
CYFRA 21.1, marcador importante de NCICP que aun-
que asociado con mayor frecuencia a tumor escamoso
puede estarlo en menor grado a adenocarcinoma por
lo que no es tan clara su relacion en algunos casos y
puede existir discrepancia con la histologia.

Resulta imprescindible la interpretacion por parte del
laboratorio del analisis integrado de la hematimetria,
bioquimica y citologia de los liquidos bioldgicos, asi
como una correcta identificacion de células atipicas
que pueda sugerir la etiologia del derrame. En el caso
de nuestra paciente, el informe del hallazgo a los cli-
nicos, asi como la ampliacién del panel de marcado-
res tumorales por parte del laboratorio, ha sido crucial
para reorientar el diagndstico inicial y detectar asi una
patologia tumoral no sospechada.

PUNTOS A RECORDAR:

— La citocentrifugacion es una técnica fundamental
para la correcta interpretacion citoldgica y para el
hallazgo de células atipicas.

— Las células atipicas presentan intensa basofilia,
varios nucleos con posibilidad de observar mito-
sis, grandes vacuolas y tendencia a formar nidos
celulares o “sincitios”

— La correcta interpretacion de los marcadores tu-
morales en el liquido y suero con la aplicacion de
ratios y puntos de corte puede ayudar a orientar el
diagndstico clinico.
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Paciente de 71 anos con demencia ingresada en
nuestro hospital por deterioro funcional progresivo.
Debido a su malnutricion, le colocan una gastrostomia
endoscopica percutanea (PEG) para proporcionarle
nutricién enteral y, horas después, la paciente emite
una orina de aspecto lactescente de la que envian una
muestra al Laboratorio de Urgencias (Fig. 1).

Su apariencia recuerda a la de liquidos pleurales de
aspecto lechoso, en los cuales hay que diferenciar entre
derrames quilosos (relacionados con el sistema linfati-
co y altas concentraciones de triglicéridos) y derrames
pseudoquilosos (no relacionados con el sistema linfati-
co y caracterizados por la presencia de colesterol) (1,2).
Asi, ante el aspecto macroscopico de la orina y para ha-
cer el diagnostico diferencial, se midié la concentracion
de triglicéridos, siendo esta 598 mg/dL. Tras informar
al médico y ante la posibilidad de que la orina estuvie-
ra contaminada con la nutricién enteral que se estaba
proporcionando a la paciente por la gastrostomia (3),
se retird la PEG, resultando orinas normocoluricas.

Particularmente, esta paciente presentaba el “sindro-
me de Chilaiditi7 una alteracion anatomica en la que
una parte del colon se interpone entre el higado y el
diafragma (4,5). Teniendo en cuenta este fendmeno
anatomico y debido a que la aparicion de la orina lac-
tescente fue posterior a la colocacion de la PEG y cesd
cuando esta se retird, se pensé que pudo haber sido
una inadecuada colocacion de la PEG la que causoé la -
aparicion de la nutricion enteral en la muestra de orina. Figura 1 - Muestra de orina lactescente.

Conflicto de intereses: los autores declaran no tener ningtn conflicto de interés. DOI: 10.20960/revmedlab.00083

Carrasco Mora A, Rivas Chacén LM, Benito Zamorano V. Diagnéstico: quiluria. Rev Med Lab 2021;2(2):87-88

ISSN (electrénico): 2660-7638 - ISSN (papel): 2660-7484 ©AEBM-ML (2021) - ®AEFA (2021) - ®Aran Ediciones, S.L. (2021)
Rev Med Lab 2021;2(2):87-88 ©Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-SA (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/).



88 A. Carrasco Mora et al.

BIBLIOGRAFIA

1. Jameson J, Fauci AS, Kasper DL, Hauser SL, Longo DL, Loscalzo J,
editores. Harrison. Principios de Medicina Interna. 20.% ed. Nueva
York: McGraw-Hill; 2019.

2. Gonzalez Hernandez A, editor. Principios de Bioquimica Clinica Y
Patologia Molecular. 3.7 ed. Barcelona: Elsevier; 2019.

[Rev Med Lab 2021:2(2):87-88]

3. Chicharro L, Puiggrés C, Cots |, Pérez-Portabella C, Planas M. Com-
plicaciones inmediatas de la gastrostomia percutanea de aliment-
acion: 10 afios de experiencia. Nutr Hosp 2009;24(1):73-6.

4. De Pablo Mérquez B, Pedrazas Lopez D, Garcia Font D, Roda Di-
estro J, Romero Vargas S. Chilaiditi’s sign. Gastroenterol Hepa-
tol 2016;39(5):361-2. DOI: 10.1016/j.gastrohep.2015.12.002

5. Andrés Gonzélez A de, Lumbreras Torija C, Blanco Gutiérrez M.
Sindrome de Chilaiditi: a propdsito de un caso. Pediatr Aten Prima-
ria 2011;13(49):89-92.



AN

st tpenes e Bicpologla ket || '/ LIl | - " i it
—_—  Medicna de Laboraton — Asociacién Espafiola del Laboratorio Clinico





