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(Puede el mercado del diagnéstico in vitro vivir ajeno

a los mecanismos cientificos?

A simple vista la respuesta puede parecer bastante
obvia, pero la reciente sentencia de culpabilidad por
fraude y conspiracion a Elizabeth Holmes, fundadora
y directora ejecutiva (CEO) de la empresa norteameri-
cana de diagnéstico in vitro (DIV) Theranos, hace que
tengamos que detenernos y realizar un honesto ejerci-
cio de autocritica como profesionales de la medicina
de laboratorio.

Para aquellos que no conozcan del todo el caso The-
ranos, intentaremos resumirlo de la mejor manera po-
sible. En 2003, Elizabeth Holmes, con apenas 19 anos,
abandona la Universidad de Stanford para fundar su
propia compania, Theranos (un acronimo de Therapyy
Diagnosis), basada en la revolucionaria idea de fabricar
un sistema de analisis de sangre que puede determinar
multiples analitos con apenas unos microlitros de san-
gre digital del paciente y a un menor coste que el resto
de tecnologias existentes.

En apenas unos anos Theranos recauda mas de 700
millones de dolares por medio de fondos de inversién
de capital riesgo y capitales privados y alcanza una va-
loracion de diez mil millones de ddlares en su apogeo,
durante 2013 y 2014. Elizabeth Holmes pasa a ser una
superestrella en Silicon Valley, portada de multiples re-
vistas, como Forbesy Fortune, y la mujer multimillona-
ria mas joven del mundo hecha a si misma.Y todo ello
con un prototipo de analizador (Edison) del que apenas
se sabe nada y bajo un secretismo total. Ya en febrero
de 2015, el profesor John loannidis denuncia en JAMA
este hecho y alerta de la ausencia de una revisién por
pares de la informacion que publica la empresa (1).

En octubre de 2015, declaraciones de exempleados al
periodista de The Wall Street Journal John Carreyrou re-
velan que Theranos utiliza parcialmente tecnologia “tra-
dicional” de otras empresas rivales de DIV para analizar
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sus muestrasy, loque esmasgrave,denuncianlosserios
problemas de exactitud del dispositivo Edison, que solo
se emplea en un rango limitado de magnitudes (una
veintena) de las 200 ofertadas inicialmente. Obviamen-
te, para emplear otra tecnologia es preciso tener un vo-
lumen suficiente de muestra, por lo que el fantasma de
la “dilucion de la muestra original” siembra dudas so-
bre la precision de las medidas realizadas. ;C6mo mide
lo que dice que mide Theranos? También ese mes de
octubre, la FDA prohibe el uso de la plataforma Edison
para DIV. Walgreens, la segunda cadena de farmacias
de EE. UU. y que habia alcanzado un acuerdo con The-
ranos para ofrecer analisis sanguineos directamente al
consumidor, cancela su colaboracion de manera subi-
ta, y con ello, un preacuerdo de 350 millones de dola-
res. Cada vez afloran mas y mas ejemplos de pacientes
que denuncian una importante inexactitud entre los
resultados obtenidos por Theranosy los obtenidos por
laboratorios convencionales.

La puntilla llega en enero de 2016, cuando los Cen-
ters for Medicare and Medicaid Services (agencia
gubernamental norteamericana publica), tras una ins-
peccién previa del laboratorio de la empresa en Califor-
nia, declara que este constituye un “peligro inmediato
a la seguridad del paciente” Se detectan importantes
fallos en el control de calidad de las pruebas analizadas
que implican a test tan relevantes como el tiempo de
protrombina en pacientes anticoagulados, fallos en los
protocolos de puncién (como todos sabemos, la pun-
cion digital, si no se realiza con la suficiente profun-
didad, puede estar altamente contaminada con fluido
intersticial y no ser representativa de la sangre veno-
sa), fallos en el almacenamiento, personal no cualifi-
cado en el drea analitica y fallos en la comunicacion de
valores o de resultados criticos.

©AEBM-ML (2022) - ©AEFA (2022) - ®Arén Ediciones, S.L. (2022)
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Al fin, en marzo de 2016, The Journal of Clinical In-
vestigation publica el primer trabajo comparativo (no
autorizado por la empresa) de Theranos frente a otros
laboratorios que arroja unas conclusiones demoledo-
ras (2). Las magnitudes medidas en Theranos estan
fuera de rango de normalidad 1,6 veces mas que las
de dos laboratorios “tradicionales”: de 22 magnitudes,
15 (68 %) muestran una variabilidad interlaboratorios
significativa. Tan solo en el perfil lipidico se observan
discrepancias de entre el 7 y el 13 %, en las que The-
ranos infraestima los valores de los pacientes, con las
consecuencias que ello puede comportar.

En agosto de 2016, la American Association for Cli-
nical Chemistry (AACC) invita a Elizabeth Holmes a
su reunion anual para que los asistentes puedan for-
mularle sus preguntas en una sesion plenaria, lo que
constituyd un desafortunado ejercicio de favoritismo.
La sensacion que subyacié en aquel encuentro es que
los congresistas la dejaron salir viva del evento. No
solo escapo a las timidas criticas de los presentes, sino
que presentd un nuevo dispositivo POCT (MiniLab) sin
ningun tipo de dato o informacion adicional sobre su
rendimiento (3).

Pero poco duraria esta tranquilidad. Tras un 2017
plagado de denuncias y de acuerdos judiciales para
la empresa, al ano siguiente Holmes seria acusada de
fraude por un tribunal federal. En un tortuoso proceso
de mas de tres anos, la sentencia se dio a conocer en
enero de 2022. Aunque declarada culpable a la espera
de sentencia por cuatro cargos de fraude que pueden
costarle hasta veinte anos de prision, Holmes fue para-
ddjicamente absuelta de todos los cargos relacionados
con los pacientes que se sometieron a las pruebas de
Theranos.

Este caso pone de manifiesto los tremendos agujeros
que tienen muchos procesos y diligencias en el sector
de la regulacion del DIV que permiten que una tecno-
logia apenas probada y contrastada pudiera ponerse
al servicio de los pacientes. Si bien es cierto que, desa-
fortunadamente, la pandemia por la COVID y sus emer-
gencias sanitarias nos han corroborado de nuevo este
hecho a la hora ver cdmo se ha autorizado cualquier
test antigénico que cayera en las manos de las autori-
dades sanitarias sin importar su nivel de desempeno.

Por otra parte, este asunto pone de relieve el extrano
silencio que durante todo ese tiempo mantuvieron el
resto de grandes companias dedicadas a la tecnologia
DIV, que en ningin momento se cuestionaron la fiabili-
dad o mostraron desconfianza alguna ante el proyecto
Theranos, y si tenian sus dudas, no se transmitieron
a sus clientes. El secretismo empresarial es necesario
hasta cierto punto cuando se trata de desarrollar aspec-
tos novedosos, pero también facilita la aparicién del
fraude. Aquellas caracteristicas basicas de estas nue-

[Rev Med Lab 2022:3(1):1-2]

vas tecnologias deberian estar a la disposicion de la co-
munidad cientifica y de las entidades reguladoras antes
de su comercializacién. Pero el mutismo que mas duele
es el de buena parte de la profesién, que apenas exigio
a los responsables de la compania los estudios perti-
nentes que confirmaran la excelencia de la tecnologia,
salvo honrosas excepciones, como las de Diamandis
E y cols. en una serie de articulos publicados en Clini-
cal Chemistry and Laboratory Medicine (CCLM) (4). Es
mas, destacados miembros de la AACC formaron par-
te del consejo de expertos de la empresa y hasta una
revista del prestigio de Clinical Chemistry (6rgano de
expresion de esta sociedad) se neg6 sistematicamente
a publicar estudio alguno sobre Theranos.

La profesionalidad implica también velar por el
cumplimiento de una correcta praxis. Tal vez esa sea
la mejor ensenanza que podemos llevarnos de todo
este bochornoso caso, que no es otra que desarrollar
como profesionales un sentido critico que nos permi-
ta, desde un sano escepticismo, no glorificar aquellas
disrupciones tecnoldgicas de las que no conocemos
sus principios basicos. Debemos exigir transparencia
a las companias de DIV y velar para que la informa-
cion suministrada haya pasado un proceso de revision
por pares. En suma, el mercado de DIV no puede vi-
vir ajeno a los mecanismos de la ciencia que, aunque
lentos en ocasiones, son mas que necesarios. Desde la
humildad, Revista de Medicina de Laboratorio siempre
servira a este propdsito y asi nos gustaria expresarlo a
nuestros lectores.

P. D.: Recomendamos encarecidamente la lectura del
libro del periodista John Carreyrou Mala sangre:
secretos y mentiras en una startup de Silicon Va-
lley.

Enrigue Rodriguez Borja
Director de Medicina de Laboratorio
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Criopreservacion de la fertilidad.
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Introduccion: el incremento de la incidencia del cancer de mama y de la
supervivencia de las pacientes ha llevado a un aumento de la demanda
de criopreservacién de la fertilidad femenina. Para aumentar la seguri-
dad de estos programas se ha propuesto el uso de farmacos inhibidores
de la aromatasa (IA), que disminuyen los altos niveles de estrégenos que
se alcanzan con la estimulacién ovarica.

Material y métodos: con el fin de valorar el efecto de los inhibidores de
la aromatasa sobre el numero y la calidad de los ovocitos obtenidos en
ciclos de estimulaciéon ovarica en 112 mujeres de programas de criopre-
servacion de la fertilidad, se realizé un estudio observacional de cohortes
retrospectivo entre 2009 y 2020. Se comparo un grupo de 59 mujeres que
recibieron inhibidor de la aromatasa en el protocolo de estimulacién de la
ovulacion con otro grupo de 53 mujeres que no lo recibieron.
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Keywords:
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Resultados: los resultados obtenidos indican que no hay diferencias estadis-
ticamente significativas entre ambos grupos en el porcentaje de ciclos can-
celados (6,8 % frente a 9,4 %), en el nimero de dias de estimulacién (11,0 +
2,1 dias frente a 11,6 + 1,9 dias), en el nUmero de ovocitos totales (10 + 6,4
ovocitos frente a 10 + 8,9 ovocitos) ni en el nimero de ovocitos maduros me-
tafase Il (MIl) (8 + 5,1 Mll frente a 8,3 + 7,2 Mll). Se observaron diferencias es-
tadisticamente significativas en la concentracion de estradiol sérico (66,1 +
51,3 pg/mL frente a 280,7 + 272,8 pg/mL, p < 0,001) y en la dosis de FSH
por numero de ovocitos obtenidos (307 + 318,7 Ul frente a 574,9 + 796,6 UI,
p < 0,05). Ambas resultaron ser menores al administrar letrozole.

Conclusion: incluir letrozole en los protocolos de criopreservaciéon de la
fertilidad femenina permite llegar a resultados similares a los que no lo in-
cluyen en cuanto a cantidad y calidad ovocitaria, lo que aumenta la segu-
ridad de dichos tratamientos en estas mujeres al reducir la concentracion
sérica media de estradiol.

ABSTRACT

Introduction: nowadays the increasing incidence of breast cancer and
survival rates of breast cancer patients has led to an increment in the
demand for female fertility cryopreservation programs. To increase
the safety of these programs, it has been proposed to use aromatase in-
hibitor (Al) medications, which decrease the high levels of estrogen that
are reached during ovulation stimulation.

Material and methods: to assess the effect of aromatase inhibitors on
the number and quality of oocytes obtained in ovarian stimulation cycles
of women in fertility cryopreservation programs, a retrospective obser-
vational cohort study was performed with a sample of 112 women be-
tween 2009 and 2020. We compared a group of 59 women who received
an aromatase inhibitor in the ovulation stimulation protocol against an-
other group of 53 women which did not receive an aromatase inhibitor.

Results: results obtained indicate that there are no statistically signifi-
cant differences between the two groups in the percentage of cancelled
cycles (6.8 % vs. 9.4 %), in the number of days of stimulation (11.0 £ 2,1
days vs. 11.6 = 1.9 days), in the total number of oocytes (10 + 6.4 oocytes
vs. 10 + 8.9 oocytes) nor the number of Ml (8 + 5.1 Mll vs. 8.3 £ 7.2 MIl). On
the other hand, we found statistically significant differences in the serum
estradiol concentration (66.1 + 51.3 pg/mL vs. 280.7 + 272.8 pg/mL, p <
0.001) and the FSH dose per number of oocytes obtained (307 + 318.7 Ul
vs. 574.9 + 796.6 Ul, p < 0.05); both of them were significantly lower when
letrozole was administered.

Conclusion: therefore this study concluded that the inclusion of letrozole
in female fertility cryopreservation protocols in women with breast cancer
allows similar results to protocol not including letrozole in terms of oo-
cyte quantity and quality, increasing the safety of such treatments in these
women by reducing the mean serum concentration of estradiol.

INTRODUCCION

cion de la fertilidad en estas mujeres. Debido a que los
tratamientos gonadotdxicos que van a recibir pueden

El incremento de la incidencia de cancer en mujeres afectar a su reserva ovarica (3), es conveniente criopre-
jovenes, unido a las crecientes tasas de supervivencia servar ovocitos antes de recibir dichos tratamientos.

de estas pacientes y a los grandes avances en las técni- La criopreservacién de ovocitos maduros es una téc-
cas de reproduccion humana asistida (TRHA) (1,2), han nica relativamente nueva que dota a las mujeres de au-
llevado al desarrollo de programas de criopreserva- tonomia reproductiva, es decir, la mujer podra procrear
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en el futuro, como mujer sola o con la pareja elegida,
utilizando los ovocitos criopreservados antes de recibir
tratamiento gonadotoxico. Ademas, permite ampliar el
potencial de fertilidad, ya que la calidad de los ovocitos
disminuye con la edad (4). Estudios recientes muestran
que la tasa de éxito y la eficiencia de la vitrificacion de
ovocitos son comparables a los resultados obtenidos
con ovocitos frescos (2).

Para llevar a cabo la criopreservacion, estas mujeres
deben someterse a una estimulacion ovarica, lo que
provoca un notable aumento de los niveles de estra-
diol (E2) (5). Este aumento puede provocar la proli-
feracion celular en cancer de mama, ya que en torno
al 75 % de estos tumores son sensibles a los estroge-
nos (6). Por este motivo se han modificado algunos de
los protocolos de estimulacién ovarica para incluir la
administracion de inhibidores de la aromatasa (lIA), que
disminuyen los niveles de estradiol. El protocolo maés
usado es el del letrozole (7), que se une de forma com-
petitiva al grupo hemo del citocromo P450 de la aro-
matasa y bloquea la conversién de androgenos C-19
en estrégenos C-18, lo que produce una disminucion
en la sintesis de estrégenos en todos los tejidos don-
de esta presente. Este farmaco se ha utilizado princi-
palmente en mujeres posmenopausicas con cancer de
mama sensible a estrégenos, pero en la actualidad esta
usandose con frecuencia en mujeres premenopausicas
con infertilidad por su capacidad para mejorar la pro-
duccion de la hormona foliculo estimulante (FSH) para
inducir la ovulacion (8). No obstante, su administracion
podria afectar a la cantidad y a la calidad de ovocitos a
criopreservar segun diversos autores (9), aunque otros
autores no han descrito esta relacion negativa (10-12).
Tras su uso no se ha observado un aumento en la in-
cidencia de recidiva (5) ni tampoco de malformaciones
fetales (13-16).

El objetivo del estudio es determinar el efecto de los
inhibidores de la aromatasa sobre el numero vy la cali-
dad de los ovocitos obtenidos tras la estimulacién de la
ovulacion en mujeres de un programa de criopreserva-
cion de la fertilidad.

MATERIALY METODOS

Se trata de un estudio no experimental analitico ob-
servacional de cohortes retrospectivo. La cohorte esta
formada por mujeres con edades de entre 18 y 40 anos
que por diversas patologias o tratamientos veran afec-
tada su capacidad reproductiva. Los datos necesarios
para realizar este estudio han sido anonimizados y fue
aprobado por el CEIM/CEI Provincial de Granada con
fecha 24 de febrero de 2021.

Poblacion de estudio

La poblacién del estudio fueron todas las mujeres in-
cluidas en el programa de criopreservacion de la fertilidad

entre los anos 2009 y 2020 de la Unidad de Reproduc-
cion del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
de Granada que cumplian los criterios de aceptacion
y de rechazo en este tipo de programas establecidos
por la Guia de Reproduccion Humana Asistida del Sis-
tema Sanitario Publico de Andalucia. En total se inclu-
yeron 112 mujeres divididas en dos grupos: uno (59
mujeres) que incluia la administracién de un inhibidor
de la aromatasa en el protocolo de estimulacion de la
ovulacion por padecer una patologia estrégeno depen-
diente y otro (53 mujeres) que no incluia el farmaco
inhibidor de la aromatasa en el protocolo de estimula-
cién ovarica.

Criterios de aceptacion en el programa
de criopreservacion femenina

— Edad entre 16 y 40 anos y plena capacidad de
obrar.

— No existencia de esterilizacion voluntaria.

— Consentimiento informado firmado para someter-
se a la criopreservacion de la fertilidad.

— Pacientes con posible riesgo de pérdida de su
capacidad reproductiva asociada a procesos pa-
tologicos con riesgo acreditado de fallo ovarico
prematuro.

— Mujeres con posible riesgo de pérdida de su capa-
cidad reproductiva asociada a exposicion a trata-
mientos gametotoxicos.

Criterios de rechazo en el programa
de criopreservacion femenina:

— Situacion clinica que desaconseje la hiperestimu-
lacion o que oriente a otras opciones terapéuticas
(congelacién de tejido ovarico de caracter experi-
mental y maduracioén in vitro de ovocitos).

— Evidencia de mala reserva ovarica.

— Enfermedad genética hereditaria.

— Mujer sin menarquia.

— Imposibilidad de exploracién ginecoldgica.

— Contraindicaciéon ginecologica u oncolégica para
realizar tratamiento, exploraciones y ecografias
vaginales.

— Ovarios inaccesibles.

— Enfermedades infecciosas activas: virus de la he-
patitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC) y virus
de la inmunodeficiencia humana (VHI).

— Ausencia de informe de facultativo responsable
justificando la inclusién en el programa de preser-
vacion de la fertilidad.

— Tratamiento oncoldgico ya iniciado. Se valorara
individualmente en casos de tratamiento inmuno-
supresor iniciado en enfermedades autoinmunes
sistémicas.
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Variables analizadas en la poblacion de estudio

Las variables que se analizaron de cada paciente
fueron: edad, enfermedad causante del tratamiento
gonadotdxico, protocolo de estimulacién ovocitaria,
protocolo de frenacidén y protocolo de desencadena-
miento de la ovulacion. También se consideraron los
dias de estimulacion, las unidades de FSH utilizadas, el
valor del estradiol y la progesterona séricos el dia del
desencadenamiento de la ovulacion.

En cuanto a las variables del laboratorio, analizamos
el numero de ovocitos obtenidos de cada paciente, el
numero de ovocitos maduros, el nimero de ovocitos
vitrificados y los distintos dimorfismos que estaban
presentes en los ovocitos.

Protocolos de trabajo
Protocolo de estimulacion con letrozole

Se administré6 5 mg/dia de letrozole a partir del se-
gundo dia del ciclo y a partir del cuarto dia se inicié
el tratamiento con FSH. Cuando en los controles eco-
graficos se observoé un foliculo de 14 mm de diametro
medio o el estradiol (E2) en sangre fue > 250 pg/mL, se
anadié una dosis de antagonista diaria de 0,25 mg has-
ta el fin de la estimulacion para evitar el sindrome de
hiperestimulacién ovarica (SHO). La ovulacién se des-
encadend con agonistas de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH).Tras la puncion, se mantuvo el
letrozole hasta que el E2 sérico fue < 50 pg/mL para
evitar el pico de estrégenos tras la supresion. En los
tres ciclos en los que no se utiliz6 antagonista, la ovu-
lacion se desencadend con la gonadotropina coridnica
humana (hCG).

Protocolo de estimulacion sin letrozole

A partir del primer dia del ciclo se administré FSH.
En el resto del ciclo se procedié como en el protocolo
con letrozole. En los dos ciclos en los que no se utilizo
antagonista, la ovulacion se desencadend con hCG.

Puncion folicular

A las 36 horas del desencadenamiento de la ovula-
cion con hCG o agonista de la GnRH, se llevd a cabo
el proceso de puncioén folicular. Las pacientes fueron
anestesiadas localmente y se realizd la puncion de
los foliculos ovaricos. Se aspird el contenido en tu-
bos de recogida de liquido folicular (Becton Dickinson
Labware®, Nueva Jersey, Estados Unidos) con un sis-
tema de vacio a 150 mmHg de presion. Los tubos que
contenian el liquido folicular llegaron al laboratorio de
fecundacion in vitro (FIV). Alli, los embriélogos busca-
ron mediante estereomicroscopia los complejos cu-
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mulo-ovocito en dicho liquido y cortaron la granulosa
que los ovocitos presentaban a su alrededor, dejando
unos complejos cumulo-ovocitos mas pequenos. A
continuacién, se pasaron a una placa con medio MOPS
Vitrolife® (MOPS Science Scandinavia, Gotemburgo,
Suecia) y de ahi se depositaron en un medio de cultivo
de maduracién IVF Vitrolife® (IVF Science Scandinavia,
Gotemburgo, Suecia) hasta el momento de la decumu-
lacion antes del proceso de vitrificacion. Para decumu-
lar se realizd un proceso quimico en el que se introdujo
el complejo cumulo-ovocito en una solucién de 80 Ul/
mL de hialuronidasa (HYASE®, IVF Science Scandina-
via, Gotemburgo, Suecia) y un proceso mecanico en el
que se les hizo pasar por capilares de 125 pm.

La valoracion del estado madurativo de los ovocitos
(maduro en metafase Il o inmaduro en metafase | o pro-
fase |) se realizé en un microscopio invertido. Los ovoci-
tos maduros se clasificaron en alguno de estos grupos
segun su caracteristica morfoldgica predominante:

— Citoplasma granuloso (cluster severo): granulosi-

dad centralizada.

— Acumulo de reticulo endoplasmico liso.

— Espacio perivitelino con restos citoplasmicos.

— Amorfos/alteraciones en zona pellcida y en el es-

pacio perivitelino.

— Vacuolas.

— Otras anormalidades: macrodvulos, ovocitos con

mas de un corpusculo polar o corpusculo polar gi-
gante o presencia de cuerpos necroticos.

Vitrificacion ovocitaria

Para el proceso de vitrificacion en si se utilizaron
los medios de equilibrado y de vitrificacion que con-
tienen etilenglicol y 1,2-propanodiol en medio HTF
(human tubal fluid) en concentraciones crecientes
como crioprotectores permeables y sacarosa como
no permeables (Origio, Dinamarca). El dispositivo de
almacenamiento fue Cryoleaf (McGill Cryoleaf, Origio,
Dinamarca). Los ovocitos se vitrificaron de dos en dos
y se almacenaron en nitrogeno liquido a -196 °C en
bombonas de almacenamiento (Air Liquide, Francia).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en este
estudio se realizé mediante los paquetes estadisticos
SPSS (IBM, version 27.0) y MedCalc (MedCalc softwa-
re, version 20.022). Las variables cualitativas se des-
cribieron mediante frecuencias absolutas y relativas
(porcentajes). Las variables cuantitativas se describie-
ron mediante la media, desviacién estandar, minimo y
maximo. La normalidad de las variables cuantitativas
se determind por el test de Shapiro-Wilk. Se rechazé
la hipotesis de normalidad por debajo de un p < 0,05.
Todas las variables cuantitativas siguieron una distri-
bucion normal. Para la comparacion de variables cua-
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litativas entre los grupos de pacientes se utilizé el test
de 2 y en caso de no cumplirse las condiciones de
validez, el test de Fisher. En caso de encontrarse sig-
nificacion estadistica, se calculd la odds ratio y su in-
tervalo de confianza al 95 % como medida del efecto.
Para la comparacion de medias entre los dos grupos
de pacientes establecidos, se realizé en primer lugar el
test de Levenne para comprobar la homogeneidad de
las varianzas. Si dicho test resultaba significativo, se
realizaba el test de Welch, y si el test de Levenne resul-
taba no significativo, se calculaba la t de Student. En
caso de encontrar significacion se calculé la diferencia
entre medias y su intervalo de confianza al 95 % como
medida del efecto. Se considerd un nivel de significa-
cién en los test de contraste de hipotesis de p < 0,05.

RESULTADOS

Respecto a las caracteristicas clinicas de las pacientes
(Tabla I), observamos que existen diferencias estadisti-
camente significativas en la media de edad, mayores
en el grupo al que se le administra letrozole (28 = 5,9
anos frente a 32 + 4,3 anos; p <0,001).

En cuanto a la indicacién de la criopreservaciéon de
la fertilidad, podemos diferenciar dos causas principa-
les: el cancer de mama y otras indicaciones (tumores
ovaricos, linfomas, sarcomas, otros tumores, enferme-
dades autoinmunes y otras enfermedades). Vemos que
existen diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a dicha indicacién: el cancer de mama es mas
frecuente en el grupo que recibe letrozole, mientras
que en el grupo que no recibe este farmaco otras indi-
caciones son mas frecuentes (OR: 1309; p < 0,001).

En una descripcién detallada de las indicaciones de
la criopreservacion de la fertilidad (Tabla IlI), podemos
ver que en el 100 % de las mujeres del grupo que recibe
letrozole la indicacion es por cancer de mama, mien-
tras que en el grupo que no recibe letrozole solo en
un 75 % de las pacientes la indicacion es por cancer
de mama. La indicacion mas frecuente es por tumores
ovaricos (35,8 %), seguida de linfomas (26,4 %).

Tabla II.

Descripcion de las indicaciones
de la criopreservacion de la fertilidad

Letrozole no Letrozole si
(n=53) (n =59)
Céncer de mama 75 % (4) 100 % (59)
Tumores ovaricos 35,8 % (19)
Cancer de ovario 17 % (9)
Teratoma 18,9 % (10)
Linfomas 26,4 % (14)
Linfoma de Hodking 20,8 % (11)
Linfoma no Hodking 5,7 % (3)
Sarcomas 11,3 % (6)
Osteosarcoma 5,7 % (3)
Rabdomiosarcoma 3,8 % (2)
Sarcoma sinovial 1,9 % (1)
Otros tumores 3.8 % (2)
Ependimoma 1,9 % (1)
Melanoma 1,9 % (1)
Enfermedades autoinmunes 5,7 % (3)
Enfermedad de Addison 3,8 % (2)
Dermatopolimiositis 1,9 % (1)
Otras enfermedades 9,4 (5)
Granulomatosis de Wegener 1,9 % (1)
Histiocitosis 1,9 % (1)
Endometrioma 1,9 % (1)
Otras 3.8 % (2)
Total (n = 112) 47,3 % (53) 52,7 % (59)

Tabla 1.

Caracteristicas clinicas de las pacientes analizadas

Letrozole Letrozole Diferencia OR p
no (n =53) si (n =59) (medias) (IC 95 %)
28 +5,9 32+4,3 4+0,97
Edad 0,001
a (18-37) (23-40) (2,1-5,9) =
Indicacion
1309
e 75 % (4 100 9
Cancer de mama 5 % (4) 00 % (68,8-24910,5) -
Otras 92,5 % (49) 0

Diferencia: diferencia absoluta entre medias.
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Respecto a la cancelaciéon del ciclo de estimulacidon
(Tabla 1ll), podemos observar que hay un mayor por-
centaje de cancelacion en el grupo que no recibe le-
trozole (9,4 %) que en el grupo que si lo recibe (6,8 %),
pero sin que existan diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre ambos grupos (p = 0,61).

Analizando las variables de estimulacién (Tabla IV), po-
demos ver que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos en el numero de dias
de estimulacion (11,6 £ 1,9 dias frente a 11,0 £ 2,1 dias, p =
0,15) ni en la concentracion de progesterona alcanzada
el dia que se administra la hCG (3 + 6,5 ng/mL frente
a 24 + 3,1 ng/mL; p = 0,8), aunque ambas medias son
menores en el grupo que recibe letrozole.

Tabla IlI.

Porcentaje de cancelacion de ciclos de estimulacion

Letrozole Letrozole OR P
no si (IC 95 %)

(n =53) (n =59)
Puncion 90,6 % 93,2 %
folicular (48) (55)

14 0,61

Ciclos 9,4 % 6,8% (04-56)
cancelados (5) (4)

Respecto al protocolo de induccién y al tipo de go-
nadotrofinas utilizadas, tampoco existieron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo que reci-
be letrozole y el que no. Por otro lado, con respecto a
las unidades de FSH administradas (2523,8 + 681,9 Ul
frente a 2155,6 + 855,2 Ul; p < 0,05) y a la concentracién
de estradiol sérico alcanzada el dia que se administra
la hCG a las pacientes (2129,1 + 1296,7 pg/mL frente
a 576,5 + 454,0 pg/mL; p < 0,001), observamos que en
el grupo que recibe letrozole son significativamente in-
feriores que en el grupo que no se traté con letrozole.

Si analizamos los resultados de las variables de la-
boratorio (Tabla V), vemos que no existen diferencias
estadisticamente significativas en las medias resul-
tantes para el numero de ovocitos obtenidos (10 + 8,9
frente a 10 £ 6,4; p = 1), el nUmero de ovocitos maduros
(8,3 £ 7.2 frente a 8 = 5,1; p = 0,8), la tasa de ovocitos
maduros (84,4 % + 17 frente a 82,4 + 19,6; p = 0,6) y el
numero de ovocitos vitrificados (8,3 + 7,2 frente a 74 +
5,2; p=0,46).

Sin embargo, vemos que si existen diferencias es-
tadisticamente significativas en la dosis necesaria de
FSH por nimero de ovocitos obtenidos (574,9 + 796,6
Ul frente a 307,8 + 318,7 Ul; p < 0,05), medida que repre-
senta la sensibilidad ovarica a la FSH, y que es menor
en el grupo al que se le administra letrozole.

Tabla IV.

Variables de estimulacion de la ovulacion

Letrozole Letrozole Diferencia OR P
no (n =53) si (n =59) (medias) (IC 95 %)
61, 0x2, 60,
Dias de estimulacion 11(86_191) ° 11(:(3)-162) ! (()0‘,52_1(')44)' 0,15
,8 + 681, ,6 + 855, ,2 + 166,
53'32;‘;:22;;:;‘“ o 2129112967 576,5 + 454,0 1562,6 + 219,9 0001
de la ovulacion (pg/mL) (42-5767) (40-2498) (1113,5-1991,7)
Progesterona 3+6,5 2,4 +3,1 0627 08
(ng/mL) (0,3-19,1) (0,6-9) (-5,2-6,4) ’
Protocolo de frenacién
Agonista 3,8 % (2) 5,1 % (3)
07 0,74
Antagonista 96,2 % (51) 94,9 % (56) (0,1:4,6)
Tipo DE FSH
Recombinante 90,6 % (48) 93,2 % (55)
14 0,61
Urinaria 9,4 % (5) 6,8 % (4) (0,4-5,6)

Diferencia: diferencia absoluta entre medias; Ul: unidades internacionales; FSH: hormona foliculo estimulante; hCG: gonadotrofina coriénica humana.
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También existen diferencias estadisticamente sig-
nificativas en la concentraciéon de estradiol por nu-
mero de ovocitos obtenidos (280,7 + 272,8 pg/mL
frente a 66,1 = 51,3 pg/mL; p < 0,001) y en la con-
centracion de estradiol por tasa de ovocitos madu-
ros (2668,3 + 1599,7 pg/mL frente a 751,1 + 558,9 pg/
mL; p < 0,001). Ambas medias son menores en el gru-
po que recibe letrozole.

Para la valoracién del estado madurativo de los ovocitos
se clasificaron en distintos grupos segun su caracteristica
morfoldgica predominante. El porcentaje de dimorfismos
en ovocitos maduros fue similar en los dos grupos de es-
tudio (del 15,8 % en el grupo sin letrozole y del 12 % en el
grupo que se tratd con letrozole; p = 0,11). Tampoco se ob-
servan estadisticamente significativas en la distribucién
de los dimorfismos entre ambos grupos (Tabla VI).

Tabla V.

Variables de laboratorio

Letrozole Letrozole Diferencia P
no (n =53) si (n =59) (IC 95 %)
10 £ 8,9 10+ 6,4 0+1,5
NG it bteni ; . 5 1
umero de ovocitos obtenidos (0-46) (0-26) (-3,03,0)
83+72 85,1 03+1,2
Nu d it d Mil ! ! ! g ! 8
umero de ovocitos maduros (MIl) (0-34) (0-20) (-21-2,7) 0
Porcentaje de ovocitos maduros 84417 82,4+ 19,6 238 0,6
J (42,9-100) (0-100) (-5,5-9,5) !
) ds 72 74 +5,2 ROEERIP2
Numero de ovocitos vitrificados 8(3_;4) (O-+2§) 835*:3’3) 0,46
Unidades FSH administradas (Ul) / Namero 574,9 + 796,6 3078 + 318,7 2672 +112,5 <005
de ovocitos (39,1-3525) (63,2-2100) (44,2-490,2) !
X , . 280,7 +272,8 66,1 + 51,3 214,6 + 44,7
Estradiol / Numero de ovocitos (pg/mL) (44-1141) (15-312) (125,3-303,9) < 0,001
Estradiol / porcentaje de ovocitos maduros 2668,3 + 15699,7 751,1 + 658,9 1917,2 + 280,9 <0001
(pg/mL) (661-6411) (140-2495) (1355,6-2478,8) !

Ul: unidades internacionales.

Tabla VI.

Calidad ovocitaria

Letrozole Letrozole OR p
no si (IC 95 %)
Total ovocitos maduros 399 441
1,37
- 15,8 % 12 % (0,93-2,03) 011

Total dimorfismos (63/399) (53/441)

12,7 % 75 %
Acu losd ticul doplasmico li

cumulos de reticulo endoplasmico liso (8/63) (4/53)

Espacio perivitelino con restos citoplasmi- 3,2% 5,7 %
cos / debris (2/63) (3/53)
Amorfos / alteraciones en zona pelucida 23,8 % 11,3 %
y en espacio perivitelino (15/63) (6/53)
Vacuolas (0 U

(10/63) (11/53)
Anormal 15,9 % 13,2 %

(10/63) (7/53)
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DISCUSION

Los resultados demuestran que la administracion de
inhibidores de la aromatasa no afecta a la cantidad ni
a la calidad de los ovocitos obtenidos tras la estimula-
cion de la ovulacion en mujeres sometidas a criopre-
servacion de la fertilidad. Ademas, el uso de letrozole
aumenta la seguridad de la técnica en mujeres jovenes
con cancer de mama, pues el aumento de los niveles de
estradiol asociado a dichos protocolos serd mucho me-
nor. Gran parte de las mujeres que participan en estos
programas tiene neoplasias estrégeno-dependientes.

La mayor edad observada en el grupo al que se le ad-
ministra letrozole puede estar relacionada con una ma-
yor edad media de aparicion de cancer de mama frente
a las otras patologias que se incluyen en este estudio.
Este resultado concuerda con lo observado por otros
autores (17). Sin embargo, no coincide con los datos
obtenidos en otros estudios (9-12), que no observan
diferencias estadisticamente significativas en la edad
entre ambos grupos. Dicha discrepancia probablemen-
te se deba a que la poblacion de estudio de estos au-
tores son mujeres con cancer de mama y el uso o no
de letrozole se basa en el tipo de cancer, de forma que
las mujeres con cancer de mama estrogeno-sensible se
incluyen en el grupo al que se le administra letrozole,
mientras que aquellas con cancer no sensible a estroé-
genos, en el grupo que no incluye letrozole.

El porcentaje de ciclos cancelados no se ve afecta-
do por la utilizacién del letrozole, tal y como demostro
Domingo et al. (9) y demuestran nuestros resultados.
Sin embargo, es de destacar que el porcentaje obser-
vado de cancelacion en nuestro estudio (8 %) es in-
ferior al reportado en el ultimo Registro Nacional de
Actividad-Registro SEF del Ministerio de Sanidad, que
es del 11,6 % en mujeres de programas de FIV (18). Esta
menor tasa de cancelacion creemos que se debe a que
el objetivo de un ciclo de estimulacion de la ovulacion
en un programa de criopreservacion de la fertilidad es
ofrecer la posibilidad de tener un embarazo en el futu-
ro y, con frecuencia, no hay tiempo para realizar una
segunda estimulacion antes de recibir los tratamientos
gonadotodxicos. Por eso, se tiende a continuar con la es-
timulacion de la ovulacion y no cancelarla, aunque se
vea que la paciente esta teniendo una baja respuesta.

De acuerdo con otros autores (10-12) no encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos respecto al niumero de dias de estimulacion. Sin
embargo, Domingo et al. (9) si observaron ciclos de es-
timulacion mas largos cuando se administré letrozole.
Esta discrepancia podria deberse a una mayor frecuen-
cia de pacientes portadoras de variantes patogénicas
en el gen BRCA1/2 en el grupo tratado con letrozole, ya
que en estas pacientes se ha asociado con una menor
respuesta a la estimulacién de la ovulacion (19).

Los resultados obtenidos respecto a la dosis total de
FSH necesaria para la estimulacion indican que esta es
significativamente menor en el grupo al que se le ad-
ministra letrozole. Esta diferencia puede deberse a que,
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al inhibir la aromatasa, se acumulan andrdégenos a ni-
vel folicular y estos pueden aumentar la sensibilidad
folicular a la FSH (20) debido a que aumentan la ex-
presion del receptor de dicha FSH (21). Por otro lado,
al reducirse la sintesis de estrogenos se frena la retro-
alimentacion negativa estrogénica, lo que aumenta la
secrecion endogena de FSH (20). Esta hipdtesis ven-
dria avalada por el hecho de que la relacién entre las
unidades de FSH administradas y el numero ovocitos
obtenidos es inferior en el grupo del letrozole. Este pa-
rametro es un indicador de la sensibilidad folicular a la
FSH (21). Dichos resultados concuerdan con los obte-
nidos por algunos autores (11), aunque contrastan con
los resultados de otros estudios (9,10,12), pero, como
hemos comentado, estas diferencias pueden deberse a
que son poblaciones diferentes.

Una de las variables mas importantes en este estudio
es la concentracion de estradiol sérico alcanzada el dia
que se desencadena la ovulacién. Como consecuencia
de la utilizacion de un inhibidor de la aromatasa, he-
mos visto que existen diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre el grupo que incluye letrozole y el que
no: la media de esta concentracion es casi cuatro veces
menor al utilizar letrozole. Estos resultados son simila-
res a los obtenidos en los principales estudios realiza-
dos sobre el uso de letrozole en cancer de mama (9-12).

En cuanto a la cantidad y a la calidad ovocitaria
(ndmero de ovocitos obtenidos, nimero de ovocitos
maduros, tasa de ovocitos maduros y porcentaje de di-
morfismos en ovocitos maduros), en nuestro estudio
no observamos diferencias estadisticamente significa-
tivas entre el grupo al que se le administra letrozole y
el grupo al que no. Por tanto, segun los resultados, y
de acuerdo con algunos autores (10-12), el uso de letro-
zole no afecta negativamente a dichos parametros. Sin
embargo, diversos autores concluyeron que letrozole
si podria perjudicar a la cantidad, aunque no a la madu-
rez ovocitaria (9). Ademas, Bercarie et al. (22) observa-
ron un incremento en los dimorfismos ovocitarios tras
el tratamiento con letrozole en ciclos de estimulacion
desencadenados con agonistas de la GnRH. Estas dis-
crepancias podrian estar relacionadas con diferencias
en los protocolos usados, ya que el desencadenamien-
to de la ovulacién con hCG o antagonistas de GnRH en
ciclos con letrozole conlleva diferencias en marcadores
bioquimicos, foliculares y expresion de genes en cé-
lulas de la granulosa (23). En nuestro estudio, en mas
del 95 % de los ciclos se desencadend la ovulaciéon con
antagonistas de la GnRH. Cuando se han realizado es-
tudios multivariantes sobre este punto ajustando por
diferentes variables, los resultados obtenidos coinci-
den con los observados aqui (24), por lo que puede
concluirse que el letrozole no afecta ni al nUmero ni a
la calidad de los ovocitos obtenidos en pacientes so-
metidos a estimulacion de la ovulacion en programas
de criopreservacion de la fertilidad femenina (25).

Dentro de las limitaciones del estudio, debemos te-
ner en cuenta que todas las pacientes que recibieron
letrozole tenian cancer de mama, por lo que las dife-
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rencias observadas entre los grupos del estudio po-
drian deberse al cancer de mama en si y no al efecto
del letrozole, aunque creemos que esto es improbable
si se tiene en cuenta el efecto del letrozole en otras si-
tuaciones clinicas (8). Por otra parte, los resultados de
cualquier tratamiento de estimulacion de la ovulacion
dependen de la edad de las pacientes, por lo que los
resultados suelen estratificarse segun la edad de las
pacientes. En este estudio esto no se ha realizado debi-
do a la limitacion de edad considerada en los criterios
de aceptacion puestos por la Guia deTRHA del Sistema
Andaluz de Salud (SAS).

CONCLUSIONES

Con este trabajo se demuestra que anadir al trata-
miento de estimulacion ovérica un inhibidor de la
aromatasa como el letrozole permite disminuir la con-
centracion media de estradiol sérico hasta casi cuatro
veces en comparacion con las pacientes que no son tra-
tadas con un inhibidor de la aromatasa. Esto aumenta
la seguridad de dichos tratamientos, principalmente en
mujeres con cancer de mama estréogeno-dependiente.

También se ha comprobado que el uso del letrozole
no afecta significativamente a la cantidad ni a la cali-
dad de los ovocitos obtenidos y tampoco aumenta el
numero de dias necesarios para llevar a cabo la esti-
mulacién ovarica, por lo que no produciria demora en
caso de ser necesaria la administracién posterior de
tratamiento de quimio o de radioterapia.
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Diseno de un protocolo de actuacion para la deteccion de células neopléasicas
no hematoldgicas en liquidos bioldgicos por citometria de flujo
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Resultados: el nivel de expresién de la molécula EpCAM es superior
en la poblacién oncoldgica respecto a la poblacién sin afectacion tu-
moral: 6,52 % frente al 0,25 % del total celular (p = 0,003); 40,1 % frente
al 1,37 % (p = 0,03) sobre la poblacién no leucocitaria (CD45/CD14).

Conclusiones: la citometria de flujo permite identificar y caracterizar célu-
las neoplasicas no hematolodgicas. La citometria de flujo puede utilizarse
como una prueba de cribado y de apoyo en la observacion citolégica y el
estudio inmunocitoquimico.

ABSTRACT

Introduction: metastatic tumors can cause pleural and ascitic effusions.
The objective of this work is to evaluate the performance of flow cytom-
etry as a diagnostic tool in the detection of neoplastic epithelial cells,
through the expression of the epithelial cell adhesion molecule (EpCAM).

Methods: cytological observation and immunophenotype study by flow
cytometry were performed in 33 pleural or ascitic fluids (22 and 11, respec-
tively) that presented increased cellularity in the initial study. Demograph-
ic variables and references to fluid results (count, biochemistry, cytology,
immunophenotyping) were studied, sensitivity, specificity, diagnostic ef-
ficiency, positive and negative predictive value in the malignancy groups
(yes/no) were analyzed, and the ability to discriminate between malignan-
cy or not of EpCAM expression by using ROC curves.

Results: the level of expression of the EpCAM molecule is higher in the
oncological population with respect to the population without tumor in-
volvement: 6.52 % versus 0.25 % of the total cell (p = 0.003); 40.1 % versus
1.37 % (p = 0.03) on the non-leukocyte population (CD45/CD14).

Conclusions: flow cytometry allows the identification and characterization
of non-hematological neoplastic cells. The response time of flow cytome-
try is shorter than the immunocytochemical study, so it can be used as a
screening test and to support the observation of cytology and the immu-
nocytochemical study.

INTRODUCCION

La invasion del tejido pleural o ascitico por células
malignas puede detectarse en la biopsia o en la cito-

El manejo de los derrames pleurales y asciticos su-
pone un desafio para el laboratorio clinico debido al
impacto de los resultados en la practica clinica. El acu-
mulo de liquido en las cavidades se debe al aumento
de la permeabilidad capilar o a la presion hidrosta-
tica, al descenso de la presion coloidosmatica o a la
obstruccion del drenaje linfatico (1). Atendiendo a los
criterios propuestos por el Dr. Light en 1972, pueden
clasificarse en trasudados o exudados (2). Los tumores
metastasicos causan frecuentemente exudados. Supo-
nen el 15-35 % de los derrames pleurales y el 10 % de
los asciticos (3,4). Las células neoplasicas mas pre-
dominantes en los derrames pleurales son las que
se derivan de las neoplasias de pulmén y de mama,
mientras que en los derrames asciticos son las corres-
pondientes a las neoplasias del tracto gastrointestinal
y del ovario (5). Se estima que el derrame es la primera
manifestacion de la enfermedad o de su recurrencia.
Afecta al 40 % de los pacientes. Asimismo, el desarro-
llo de derrames se asocia a una peor pronostico (6,7).

logia del liquido biologico. Actualmente, el estudio
inmunocitoquimico es una técnica de referencia en el
diagnostico de derrames malignos. Sin embargo, no
estd exento de limitaciones derivadas de la sensibili-
dad de la técnica, de la experiencia de los evaluadores,
de la calidad de la preparacion, del tipo histolégico de
la neoplasia maligna o del tiempo de respuesta (8,9). El
empleo de nuevas técnicas diagndsticas puede aportar
valor anadido al proceso asistencial del paciente. En
este contexto se encuentra la citometria de flujo (CMF).
Se trata de una técnica necesaria y consolidada en el
diagnéstico de neoplasias hematoldgicas, incluso para
la deteccidn de bajos niveles de expresion, como en la
enfermedad minima residual (10), y su uso esta siendo
prometedor en neoplasias no hematoldgicas (11).
Entre los biomarcadores investigados en la literatura,
destaca la molécula de adhesion de células epiteliales
(EpCAM). Esta molécula se expresa en células epitelia-
les normales. Su expresion es superior en la mayoria
de las neoplasias epiteliales y esta ausente en células
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hematopoyéticas y mesoteliales (12). Esta diferencia en
la expresion de EpCAM es la que ayuda a caracterizar
las células neoplasicas de las células mesoteliales en
los casos en los que la citologia no es capaz. La eviden-
cia cientifica correlaciona la formacién de metastasis
con el nivel de expresién de EpCAM. Sin embargo, el
resultado clinico es complejo y puede variar depen-
diendo no solo del origen del tumor, sino de su estadio
de progresion (13). La sensibilidad y la especificidad de
la inmunocitoquimica y de la CMF para analizar la ex-
presién de EpCAM son similares, aunque dos ventajas
de la CMF son el tiempo de respuesta en la emision del
resultado y el nimero de células analizadas (hasta un
millon de células por CMF frente a 100 o 200 por cito-
logia) (14,15).

La CMF es una tecnologia con potencial para el diag-
nostico en la deteccién de células epiteliales neopla-
sicas. Sin embargo, no es comun encontrarla en la
practica clinica. El objetivo de este trabajo es analizar
el papel de la CMF en la caracterizacion de células neo-
plasicas no hematoldgicas en los derrames pleurales y
asciticos y su posible implantaciéon en el protocolo de
analisis de los derrames.

MATERIALY METODOS

Se realizd un estudio prospectivo en el que se eva-
luaron los resultados de los liquidos pleurales y asciti-
cos recibidos entre marzo y junio de 2021. Se disend de
acuerdo a la declaracién de Helsinki y fue aprobado por
el comité de ética de investigacion de nuestro centro.

Criterios de inclusion: liquidos de pacientes con mas
de 18 anos de edad atendidos en urgencias, hospitali-
zacion o consultas externas y que presentaban un au-
mento de la celularidad definida como la presencia de
al menos uno de los siguientes criterios (16,17):

1. Mas de 250 leucocitos/pL.

2. Méas de 5 células de alta fluorescencia (HF-BF) / 100

leucocitos.

3. Mas de 67 HF-BF / yL en pleurales.

4. Més de 17 HF-BF / pL en asciticos.

Criterios de exclusion: liquidos de pacientes con
menos de 18 anos de edad vy liquidos de lavado bron-
coalveolar o peritoneal. Se excluyeron los lavados
bronqueoalveolares y peritoneales, ya que, al contener
epitelio normal, expresan la molécula EpCAM y, como
consecuencia, no es posible diferenciar entre las célu-
las epiteliales normales y las neoplasicas (11).

Protocolo de actuacion

Los liquidos pleurales y asciticos se recogieron y se
procesaron en el laboratorio de urgencias de nuestro
centro hospitalario, que atiende a una poblacion de
320 000 habitantes.

El liquido pleural se obtiene por toracocentesis y el
ascitico, por paracentesis. Ambos se recogieron en tu-
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bos conicos de polipropileno sin anticoagulante. Para
valorar la utilidad de la CMF se ampli6 este estudio a
todos los que cumplian criterios de inclusién segun ce-
lularidad (Fig. 1).

Diseiio del estudio

De los liquidos incluidos en el estudio se recogieron
y se analizaron las siguientes variables:

— Variables demogréficas del paciente y del proceso
asistencial: edad, sexo y fecha de extraccion del
liquido.

— Variables macroscopicas y bioquimicas: turbidez y
color del liquido, resultado de proteinas y lactato
deshidrogenasa (LDH) del liquido bioldgico y del
suero realizados en el analizador Cobas 6000 (Ro-
che Diagnostics). En aquellos pacientes a los que
se les realizo la determinacion de proteinas y LDH
en suero en las 24 horas anteriores o posteriores
a la obtencion del liquido bioldgico se calcul6 el
ratio para categorizar el liquido como exudado o
trasudado segun los criterios de Light (2). Se con-
sideré exudado si cumplia al menos uno de los
siguientes:

e Relacion proteinas del liquido / suero, superior
a0,5.
Relacién LDH liquido / suero, superior a 0,5.

e Valor de LDH liquido superior a dos tercios de
LDH en suero.

— Recuento celular. Se realizo en el analizador XN-
1000 (Sysmex). Se recogieron los resultados de
los siguientes parametros: leucocitos/puL (nume-
ro absoluto), hematies/uL (numero absoluto),
leucocitos mononucleares (porcentaje), leucoci-
tos polimorfonucleares (porcentaje), células de
alta fluorescencia (HF-BF)/uL (numero absoluto),
células HF-BF/ 100 leucocitos y eosinofilos (por-
centaje).

— Estudio citoldégico. Se realizé tras la centrifugacion
y la tincion de May-Griinwald Giemsa.

Se consideraron valores normales en liquidos pleu-
rales: macrofagos: 65-80 %; linfocitos: 2-30 %; células
mesoteliales: 0-2 % y neutroéfilos: < 1 %. Se considera-
ron valores normales en liquidos asciticos: macrofagos
y linfocitos: 60-80 % y eosinofilos: 0-7 %.

Las caracteristicas de atipia celular se basaron en
monomorfismo, gran tamano, intensa basofilia, alta
relacion nucleo/citoplasma, contorno nuclear irregular,
cromatina laxa e inmadura, presencia de multiples y
prominentes nucléolos, vacuolacion polarizada en el
citoplasma, mitosis andmala, tendencia a formar nidos
o sincitios al perder la individualidad celular, células
en anillo de sello y signos de canibalismo. Se realizé
el recuento de células atipicas en 100 células nuclea-
das (5), que se clasificaron en tres categorias:

1. Ausencia de células atipicas y de células mesote-

liales.

2. Presencia de células mesoteliales o de macrofagos.
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Figura 1 - Diseno del estudio prospectivo para

la Optima caracterizacion de los derrames pleurales y asciticos.

AP: anatomia patoldgica; CMF: citometria de flujo; HF-BF: células de alta fluorescencia. LDH: lactato-deshidrogenasa.

3. Presencia de células atipicas.

— CMF: los liquidos pleurales y asciticos que se reco-
gieron en el laboratorio de urgencias en horario de
8:00 a 14:00 de lunes a viernes se procesaron en el
mismo dia por el laboratorio de CMF. Fuera de di-
cho horario se almacenaron refrigerados hasta su
procesamiento. En aquellas situaciones en las que
no pudieron procesarse antes de las 48 horas pos-
teriores a la extraccion se conservaron refrigera-
dos conTransfix™ (1000 L de liquido con 200 pL
deTransfix™).

Se mezclaron 100 pL del liquido a estudio con los
anticuerpos conjugados con moléculas fluorescen-
tes para la deteccién de los antigenos. Los anticuer-
pos empleados fueron: CD71-FITC (clon: YDJ1.2.2),
CD14-PC5.5 (clon: RM0O52), CD200-PC7 (clon OX-104),
CD326 (EpCAM)-APC (clon: VU1D9), CD20-PC (clon:
B9E9) y CD45-KrO (clon: J33) (Beckman Coulter). Tras
una incubacién de 15 minutos a oscuras, se lisaron
las células con 500 uL de lysing solution (Optilase)
durante 10 minutos y se lavaron con 3 mL de solucion
PBA (solucion de tampodn fosfato salino con albumi-
na). Se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos, se
decanté el sobrenadante y se resuspendio el precipi-
tado con 200 pL de tampodn fosfato salino (PBS). Se
analizaron en el citometro de flujo Navios EX (Beck-
man Coulter) usando el software de analisis Kaluza
(Beckman Coulter).

La estrategia de analisis empleada para detectar cé-
lulas neoplasicas no hematolégicas en los derrames se
basdé en la propuesta por Pillai y Acosta (11,15). Inicial-
mente se realizd la seleccion (gateo) de la poblacion
empleando el escatergrama con los parametros de dis-
persiéon de luz, que reflejan tamano frente a compleji-
dad (FSC frente a SSC), y se eliminaron los dobletes
celulares a través del escatergrama FSC lineal de altura
y de amplitud (Fig. 2). Sobre los singletes se seleccio-
naron las células no hematoldgicas, caracterizadas por
la ausencia de expresion de los marcadores celulares
CD45 y CD14. En esa poblacion celular no leucocitaria
se determinaron la expresion de la molécula EpCAM y
CD200 para discernir entre células epiteliales neoplasi-
cas y mesoteliales. Adicionalmente, se valoré la expre-
sion de CD71. El CD20 se empled para definir mejor la
poblacion leucocitaria (marcador linfoide) en la pobla-
cién excluida del analisis.

Para valorar la positividad de este biomarcador se
utilizé el punto de corte del 2 % de las células que
expresaban EpCAM en la poblacion no leucocitaria
(CD45/CD14") propuesto por Sahu (18). Adicionalmen-
te, se calculd el punto de corte, que obtuvo mejor re-
sultado en nuestro estudio a través de las curvas ROC.

— Estudio inmunocitoquimico, asi como resultado

positivo o negativo para malignidad en la citologia
y fecha de emision de informe en aquellos casos
en los que se solicitd por el médico peticionario.

[Rev Med Lab 2022:3(1):12-20]
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Figura 2 — Caracterizacion celular por citometria de flujo. A. To-
tal de la poblacion celular analizada por el citometro. B. Elimi-
nacion de agregados celulares y seleccion de los singletes. C.
Distribucion celular en funcion de la expresion de CD45 en la
poblacion de singletes. D. Seleccion de la poblacion no leucoci-
taria (CD45/CD14). E. Caracterizacion de células epiteliales neo-
plasicas en la poblacion no leucocitaria a través de la expresion
de EpCAM junto a la de CD71. F Discriminacion de células epite-
liales neoplasicas (EpCAM) y células mesoteliales (CD200*) en
la poblacion no leucocitaria.

— Variables clinicas: diagndstico del paciente.

— Variable de malignidad. Se definié resultado posi-
tivo para malignidad por la presencia de neoplasia
detectada por estudio inmunocitoquimico o prue-
bas de imagen: tomografia por emision de posi-
trones (PET) o tomografia computarizada (TC).

[Rev Med Lab 2022:3(1):12-20]

Estudio estadistico

Las variables estudiadas cuantitativas (edad, leuco-
citos, hematies, leucocitos mononucleares, leucocitos
polimorfonuclares, HF-BF/puL, HF-BF/100 leucocitos,
eosinofilos y expresion de EpCAM) se exploraron con
la prueba de conformidad de Shapiro-Wilk. Se calcu-
laron indicadores de tendencia central (mediana) y de
dispersion (percentiles) para las variables no paramé-
tricas.

Se calculé la sensibilidad, la especificidad, la eficien-
cia diagnostica (ED) y el valor predictivo positivo (VPP)
y el negativo (VPN) para las variables cuantitativas
recuento celular leucocitario (n.°/uL), células de alta
fluorescencia (n.°/uL, n.°/100 leucocitos) y células no
leucocitarias (CD45/CD14) con expresion de EpCAM
(%) en los grupos de diagnéstico final de malignidad
(si/no). Se definio ED como el porcentaje de personas
clasificadas correctamente en la prueba como enfer-
mas (presencia de malignidad) o sanas (ausencia de
malignidad). Se compararon los dos grupos (si/no ma-
lignidad) mediante U de Mann-Whitney para variables
no paramétricas. Se considerd estadisticamente signi-
ficativa p < 0,001.

Se calculo la sensibilidad, la especificidad, VPR, VPN
y ED para las variables cualitativas, presencia de exu-
dado (si/no), células atipicas en citologia (si/no), resul-
tado del inmunofenotipo (ausencia/presencia EpCAM)
y el resultado del estudio inmunocitoquimico (positivo/
negativo) para los grupos de diagnéstico final de ma-
lignidad (si/no). Se calculé también la razéon de propor-
ciones.

Se calculé la capacidad discriminatoria de la expre-
sién de EpCAM para discriminar malignidad (si/no) a
través de curvas ROC. Se compard el punto de corte
obtenido en nuestro estudio con el establecido por
Sahu (2 % de células que expresaban EpCAM en la po-
blacién no leucocitaria) (18).

Los datos se recogieron y se analizaron en el progra-
ma estadistico IMB SPSS Statistics versién 20 (SPSS
Inc., Chicago, IL, Estados Unidos).

RESULTADOS

En el periodo establecido se solicité el recuen-
to celular a 97 liquidos pleurales y a 92 asciticos
de 76 y 44 pacientes, respectivamente. Se seleccio-
naron, segun los criterios de inclusién, 33 liquidos
(22 pleurales y 11 asciticos) pertenecientes a 33 pa-
cientes a cargo de los siguientes servicios: neumo-
logia (12), medicina interna (7), digestivo (6), cirugia
toracica (5), oncologia (1), unidad de cuidados inten-
sivos (1) y ginecologia (1). La mediana de edad fue
de 70 ahos (rango intercuartilico: 65-82,5) y el 58 %
eran mujeres. La poblacidon se clasifico en dos cate-
gorias en funcion de si existia afectacion neoplésica
o no. Entre los pacientes a los que se les solicito el
liguido pleural, 12 presentaron afectacién tumoral,
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mientras que en la poblacidén a estudio con liquidos
asciticos Unicamente 3 pacientes tuvieron diagnostico
de neoplasia. El 53 % de los diagnosticos de neoplasia
se establecieron en el proceso asistencial en el que se
obtuvo el liquido bioldgico.

La valoracion del aspecto macroscépico en funcién
del diagnostico final (si/no malignidad) no proporcioné
suficiente informacion para tipificarlo. En cuanto a la
solicitud de pruebas bioquimicas en suero con el obje-
tivo de ayudar en la clasificaciéon de exudado o trasu-
dado, se solicito en el 73 % de los liquidos y tan solo en
el 12 % de los casos se detalld esta informacion expli-
citamente en las historias clinicas. En nuestra cohorte,
los criterios de Light (exudado/trasudado) no muestran
una buena concordancia con el diagnéstico final (si/no
malignidad), x% = 0,657.

Atendiendo al recuento celular, excepto en los valo-
res de células HF-BF, no se observaron diferencias esta-
disticamente significativas. Los pacientes oncoldgicos
presentaron cifras mas elevadas (media: 341 células
HF-BF/uL; media: 43 células HF-BF/100 leucocitos) con
respecto a los pacientes sin afectacion tumoral (media:
108 células HF-BF / pyL [p = 0,024]; media: 10 células HF-
BF / 100 leucocitos [p < 0,001]).

EI 88 % de los diagnosticos de malignidad se basaron
en dichos resultados de lainmunocitoquimica, conside-
rada como técnica de referencia; el resto se establecié
por pruebas de imagen. El estudio citologico alcanzo
una sensibilidad del 73,3 %. La sensibilidad que se ob-
tuvo por CMF fue superior, sobre todo cuando se com-
binaron (Tabla 1). La sensibilidad de la CMF empleando
el punto de corte del 2 % propuesto por Sahu (18) de
las células que expresaban EpCAM en la poblacién
no leucocitaria (CD45/CD14) (18) fue del 80 % y em-
pleando el punto de corte de 0,98 %, que obtuvimos
mediante curva ROC, fue del 93,3 % (Fig. 3). La prue-

0,67

0,47

Sensibilidad

00 T T T T
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1 - Especificidad

Punto de corte: 0,98 % de las células que expresan EpCAM en la poblacién no leucocitaria
(CD45 / CD14). AUC=0,922 (IC95%: 0,823-1); p<0,001

Figura 3 - Curva ROC de la expresion de EPCAM en poblacion
no leucocitaria por inmunofenotipo. Punto de corte: 0,98 % de
las células que expresaron EpCAM en la poblacion no leucoci-
taria (CD45-/CD14-). AUC = 0,922 (IC 95 %: 0,823-1); p < 0,001.

ba diagndstica que obtuvo mayor VPP, seguida de la
inmunocitoquimica, fue el inmunofenotipo empleando
como punto de corte el 2 % de células con expresion de
EpCAM en la poblacion no leucocitaria (CD45/CD14).

17

Tabla I.

Caracteristicas de las pruebas diagndsticas para diferenciar malignidad de no malignidad

S E VPP (%) VPN (%) ED Tiempo de respuesta
(%) (%) (%) (dias)
Citologia 73,3 81,2 78,6 76,5 774 1
CMF* 80,0 83,3 80,0 83,3 81,8 1(1-3)
CMF? €133 72,2 73,7 92,9 81,8 1(1-3)
Observacion citolégica
+ CMF* 86,7 72,2 72,2 86,7 78,8 1(1-3)
Observacion citolégica
+ CMF' O3S 61,1 66,7 91,7 75,7 1(1-3)
IC 91,7 100,0 100,0 94,4 96,5 4 (1-10)

*CMEF: citometrfa de flujo empleando el punto de corte del 2 % de expresion de EpCAM en células no leucocitarias (CD45-/CD14-). 'CMF: citometria de flujo
empleando el punto de corte del 0,98 % de expresion de EpCAM en células no leucocitarias (CD45-/CD14-). IC: inmunocitoquimica. E: especifidad. S: sensibilidad.
VIPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo. ED: eficiencia diagndstica.

[Rev Med Lab 2022:3(1):12-20]
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El estudio inmunocitoquimico mostrd tiempos de
respuesta mas dilatados que la observacion citolégica
y la CMF (4 dias de media frente a 1 dia, respectiva-
mente). El nivel de expresion de la molécula EpCAM
fue superior en la poblacién oncoldgica respecto a
la poblacion sin afectacion tumoral: 6,52 % frente
al 0,25 % del total celular (p = 0,003) y 40,1 % frente al
1,37 % sobre la poblacion no leucocitaria (p = 0,03).

En la tabla Il se recogen los datos mas relevantes de
los pacientes analizados.

DISCUSIONY CONCLUSIONES

Los derrames pleurales o asciticos suelen ser ma-
nifestaciones clinicas frecuentes provocadas por la
infiltracion tumoral, incluso pueden aparecer como pri-
mera expresion del dano tumoral. De hecho, en nues-
tra poblacion, los tumores metastasicos representaron
el 15 % de los derrames pleurales y el 9 % de los de-
rrames peritoneales, datos ligeramente inferiores a los
reportados en la literatura (15-35 % pleurales y 10 %
asciticos) (3,4). En nuestro estudio, el 53 % de los diag-
nosticos de neoplasia se establecieron en el proceso
asistencial en el que se realizo el estudio del liquido
bioldgico.

La observacion citologica del liquido pleural y asciti-
co es una prueba util y necesaria en la caracterizacion
celular, aunque tiene como desventaja que puede estar
influenciada por el grado de entrenamiento del evalua-
dor (19). El rendimiento diagndstico de esta prueba, en
la cohorte estudiada, aumenta cuando se combina con
la CMF para la deteccion de una posible afectacion tu-
moral.

En condiciones normales los liquidos pleurales y
asciticos no presentan células epiteliales, por lo que
la expresion de EpCAM en este tipo de muestras se
atribuyé a celularidad tumoral. En nuestro traba-
jo, la valoraciéon de la expresion de dicho biomarca-
dor se atribuye a células epiteliales neoplasicas, tal y
como apuntan otros autores (13). A pesar de que la
ED de la CMF resulté igual, independientemente de
si empledbamos nuestro punto de corte de 0,98 o
el de 2 % (18) de células que expresan EpCAM en la
poblacién no leucocitaria (CD45/CD14), se considera
mas apropiado emplear el punto de corte de 2 % al
haber obtenido con él mayor VPP.

La expresion del EpCAM por CMF aporta valor ana-
dido al acto clinico al utilizarla como una prueba de
cribado que ayude a los servicios de anatomia pato-
logica (AP) en la priorizacion de aquellos pacientes
con sospecha clinica y analitica de neoplasia. Adi-
cionalmente a la mejora en el tiempo de respuesta,
la CMF permite analizar mayor numero de células
que la observacion de la citologia y la inmunocito-
quimica. Sin embargo, no puede obviarse que pue-
den aparecer resultados discrepantes entre la CMF
y la inmunocitoquimica derivados de la pérdida de
expresion de EpCAM que se produce en determina-

[Rev Med Lab 2022:3(1):12-20]

dos tumores epiteliales mal diferenciados (20). Otros
aspectos limitantes de la CMF son la falta de estan-
darizaciéon en el punto de corte para fijar la positi-
vidad y la informacion que se recoge en el informe
del laboratorio. De hecho, los trabajos publicados
suelen reportar el porcentaje de eventos adquiridos
con expresion CD45/EpCAM* del total celular, lo que
remarca el caracter cualitativo del resultado (14,21).
En este trabajo han intentado solventarse estas limi-
taciones mediante la comparacién del punto de corte
fijado por Sahu del 2 % de expresién de EpCAM en
la poblacion CD45/CD14 y del de 0,98 % obtenido
en nuestro estudio por curvas ROC. Por otro lado, se
considera apropiado informar del resultado obtenido
del inmunofenotipo de forma cualitativa y cuantitati-
va empleando comentarios del siguiente tipo: “Se de-
tecta la presencia de células epiteliales que expresan
la molécula EpCAM en un [X %] de la poblacién no
leucocitaria (CD45/CD147). Los resultados sugieren
un posible origen neopléasico. Se recomienda estable-
cer el diagndstico por anatomia patoldgica o pruebas
de imagen”.

Entre las limitaciones del estudio se encuentra el ta-
mano muestral, el impacto en las distintas condiciones
de conservacién de la muestra y la falta de solicitud de
pruebas bioquimicas (proteinas y LDH) en suero para
la clasificacion de exudado y trasudado segun los cri-
terios de Light.

La realizacion del inmunofenotipo basado en la ex-
presién del EpCAM en la poblacion no leucocitaria
(CD45/CD14’) ha permitido identificar y caracterizar cé-
lulas neoplasicas no hematoldgicas en un tiempo de
respuesta menor al obtenido por inmunocitoquimica.

Dada la informacion que aporta el empleo de CMF,
puesta de relevancia en este estudio, se propone que,
en aquellos liquidos con recuento celular elevado se-
gun los criterios de inclusion descritos en este estudio,
y en los que la observacion citoldgica no sea conclu-
yente respecto a la caracterizacion celular o se tenga
la sospecha de infiltraciéon tumoral por tumor sélido,
se solicite el inmunofenotipo al laboratorio de CMF
(Fig. 4). Se prevé que esta propuesta pueda reducir los
tiempos de respuesta globales por parte de AP, dato
que se analizara tras la implantacion del protocolo en
nuestro servicio.

Este trabajo destaca el papel de liderazgo del labo-
ratorio clinico en la implantacién de herramientas o de
estrategias diagndsticas que mejoren los protocolos
actuales de andlisis de liquidos asciticos y pleurales
y que permitan establecer un resultado lo mas precoz
posible. Esto puede ser beneficioso para alcanzar un
diagndstico temprano, teniendo en cuenta que muchos
pacientes con derrames pleurales y asciticos tienen un
desenlace mortal a corto plazo. El establecimiento de
algoritmos consensuados con los servicios peticiona-
rios e implicados, como AP y hematologia, aumenta la
capacidad del laboratorio en el diagndstico de los liqui-
dos bioldgicos.
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Tabla II.

Caracteristicas de los pacientes analizados

ID Tipo Edad Sexo Observacion CMF IC Diagnéstico final

citologica
1 P 78 M Células atipicas 43,38 1 Carcinoma de células pequenas broncopulmonares
2 P 89 H No células atipicas 0,00 0 Traumatismo toracico
& A 84 H No células atipicas 0,00 0 Insuficiencia cardiaca
4 A 84 M Células atipicas 16,00 Carcinomatosis peritoneal de un carcinoma de ovario
5 P 86 H No células atipicas 0,56 0 Neumonia basal derecha
6 B 84 H Mesoteliales 0,04 0 Disnea. Enfermedad de Waldenstrom
7 P eg M Nocelasatipicas o0, Neumonia bilateral

Linfoide

8 P 72 M Células atipicas 71,42 1 Carcinoma no microcitico de pulmén
9 P 69 H Células atipicas 73,54 1 Adenocarcinoma de pulmoén
10 A 65 H Macréfagos 0,45 0 Cirrosis hepatica de origen endlico
1 P 66 M yl\r/lnaecsr:::I?:IZs 1,05 0 Adenocarcinoma ductal de pancreas
12 F s H V“f/:\aecsrgtf:'?;; e 0 Enfermeda:gs::ll:i)r:mce:f sz:irlzzfiva cronica
13 A 66 M Macréfagos 1,562 0 Cirrosis hepatica de origen endlico
14 P 65 M No valorable 0,02 0 Disnea
15 A 67 H Macrofagos 0,04 0 Hepatopatia cronica en fase cirrosis
16 A 68 H yl\rllnaecsrg:;?;; 0,00 0 Descompensacion hidropica con ascitis refractaria
17 P 52 M Células atipicas 62,59 1 Adenocarcinoma intestinal
18 R 52 H No valorable 0,01 0 Tuberculosis pleural
19 A 81 H yl\:]aecsrg:;?;zs 3,63 0 Ascitis secundaria a hipertension portal
20 A 37 M Macrofagos 2,66 -- Hiperestimulacion ovarica grave
21 A 58 H yl\rﬁaecsrg:gl?;; 0,36 0 Cirrosis hepatica de origen endlico
22 P 70 H Células atipicas 81,08 1 Adenocarcinoma de pulmon
23 A 61 M Células atipicas 7713 1 Carcinomatosis peritoneal de origen ginecolégico
24 P 85 H Células atipicas 62,22 1 Adenocarcinoma de pulmoén
25 P 61 M y“riaecsrc?::I?;IZs 0,89 0 Adenocarcinoma de colon
26 P 88 H Células atipicas 15,15 1 Carcinomatosis pleural
27 A 58 H Células atipicas 1,65 1 Carcinomatosis peritoneal de origen ginecoldgico
28 P 73 M Linfoide 0,05 1 Infiltracién pleural por proliferacion linfoide
29 P 76 H Macrofagos 0,91 0 Pleuropericarditis aguda
30 B 71 H Células atipicas 3298 1 Adenocarcinoma de pulmén
31 P 91 H No células atipicas 11,46 0 Insuficiencia cardiaca
32 P 68 M Células atipicas 64,81 -- Carcinomatosis pleural por carcinoma de mama
88 P 75 M Células atipicas 22,78 - Carcinomatosis pleural

Tipo: A: ascitico; P: pleural. Sexo: M: mujer; H: hombre. CMF: citometria de flujo (expresion de células epiteliales neoplésicas, CD45-/EpCAM+). IC: inmunocitoqui-
mica (0: negativa para malignidad; 1: positiva para malignidad; --: sin inmunocitoquimica del liquido obtenido).

[Rev Med Lab 2022:3(1):12-20]
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Figura 4 - Esquema de trabajo para el analisis de liquidos pleurales y asciticos.
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&Qué tipos de test permiten detectar infeccidn activa de SARS-CoV-2?

La estrategia diagndstica de la COVID-19 (COronaVlrus Disease 2019 ) se realiza actualmente en base a pruebas para la deteccién de infeccidn activa (PDIA)
del virus SARS-CoV-2, las cuales incluyen test moleculares y test rapidos de deteccion de antigenos:

Técnicas moleculares. Amplificacion de acidos nucleicos

Deteccion de ARN viral mediante técnicas de amplificacion de acido nucleico (Nucleid acid amplification test - NAAT), que incluyen la TMA (Transcription mediated
amplification), la RT-LAMP (Reverse Transcriptase Loop-Mediated Isothermal Amplification) y la RT-PCR (Reverse Transcripcion Polymerase Chain Reaction). Esta
ultima constituye la prueba de referencia, dada su elevada sensibilidad y especificidad. Las dianas de amplificacion mas frecuentes incluyen en los genes E
(envuelta), S (espicula), N (nucleocapside) y marco abierto de lectura (ORF) 1ab.

Sus resultados se proporcionan como umbral de ciclo Sensibilidad y especificidad de la RT-PCR en relacién al Ct
de positividad (cycle threshold — Ct). La amplificacion
del material gene’tico de la muestra tiene |ugar de forma RT-PCR Ct Estudios Muestras casos Sensibilidad media % Especificidad media RT-PCR
ibli ” 9 9 9

exponencial a lo largo de un nimero de ciclos que se e ey ROEEEY
repiten de forma secuencial. El Ct indica el nimero de | gjopal 32 4537 1.973 95,5 (91,5-97,7) 98,8 (98,3-99,2)
ciclos en los que la sefal fluorescente sobrepasa el
umbral de deteccion. Este valor constituye una medida | cts<30 6 204 204 100 (98,2-100) -
semicuantitativa que esta inversamente relacionada con

. ct>30 6 149 149 95,6 (55,7-99,7) -
las copias de ARN presente en la muestra, por lo que
permite estimar de forma indirecta la carga viral del Dinnes et al. Cochrane Library. 2021; 3(3)

paciente.

La RT-PCR puede ser considerada la técnica de eleccion para determinar infeccin activa, debido a que presenta la mayor sensibilidad y especificidad. Resultados
positivos pueden ser observados dias antes del establecimiento de los sintomas, y estan presentes durante todo el curso de la enfermedad. Su elevada
complejidad metodoldgica requiere laboratorios especializados y personal cualificado, suponiendo ademas tiempos de procesamiento largos y emision de
resultados 12-72 horas tras su solicitud. Cabe destacar que la deteccion de ARN viral no supone necesariamente la presencia de virus infectivo en las muestras
clinicas. De la misma forma, debido a la amplia distribucion de la variante Omicron y a la actual pauta de vacunacion es posible encontrar individuos portadores de
SARS-CoV-2 que no padecen la enfermedad.

Test Rapidos de Deteccién de Antigenos
Sensibilidad de los test de antigenos en relacion a la Ct de la RT-PCR
RT-PCR Ct Estudios Muestras Casos SUCTIEECEELIEREEE Test rapidos de deteccidon de Antigenos (Rapid Antigen Diagnostic Test, RADT).

Deteccién mediante técnicas inmunocromatogréficas de flujo lateral de antigeno
viral, siendo los mds frecuentes la proteina N (nucleocapside) o S (espicula). Sus

bibliografia de antigeno
% (1C 95 %)

u Ct<25 36 2613 2,632 94,5 (91,0-96,7) resultados son cualitativos (presencia o ausencia de antigeno), con una ventana
de deteccidn, una sensibilidad y una especificidad inferior a la aportada por la
o Ct>25 36 2632 2632 40,7 (31,8-50,3) RT-PCR. Su principal ventaja es la rapidez de la prueba, que puede ser realizada en
15-30 minutos.
0 Ct>33/32 15 346 346 8,9 (3,3-21,7)
1 E La OMS recomienda que los test de antigenos presenten
Dinnes et al. Cochrane Library. 2021; 3(3) d una sensibilidad > 80 % y una especificidad > 97 %.

Los datos de sensibilidad y especificidad proporcionados por los fabricantes suelen ser obtenidos en condiciones de deteccion ideales, no ajustadas a la
realidad clinica. El empleo de test de antigenos posee una capacidad de deteccion adecuada en pacientes con elevada carga viral. La positividad en
funcidn del valor Ct de RT-PCR es variable dependiendo de los estudios y test empleados, considerand adecuado en pacientes con Ct < 25. La
especificidad de estos test suele ser muy elevada con independencia de la carga viral. Dada su facilidad de analisis y su rapido tiempo de respuesta, es
especialmente util en cribados iniciales (siendo recomendable la realizacion de RT-PCR en pacientes negativos con alta sospecha) y en aquellos casos
en los que no se encuentre disponible la posibilidad de realizacion de RT-PCR o su tiempo de respuesta sea superior a 36 horas.

4 )

&Como se relacionan los resultados de estos test?
Relacion entre valor de Ct de la RT-PCR,

la carga viral, la positividad del RADT y crecimiento en cultivo celular El valor de Ct obtenido en una RT-PCR no debe ser

utilizado como cuantificacion de la carga viral. Sin -
embargo, se ha descrito que existe una relacion
inversa entre el Ct y la carga viral, asi como la
1x108 1,8x107 1,5x108 1,2x10° probabilidad de recuperacion de virus infectivo en
cultivo celular.
Oba J etal. Keio ) Med 2021;70(2) La deteccion de ARN viral no supone
Test rapidos de deteccién de antigenos positivos (menos sensible a mayor Ct) necesariamente la presencia de virus infectivo en
una muestra clinica.

Cultivo celular positivo a partir de muestras nasofaringeas (Ct < 34-35)

El valor de Ct obtenidos en una RT-PCR se encuentra relacionado con la capacidad de crecimiento viral en cultivo celular, que se considera
indicador de su capacidad infectiva. La presencia o no de sintomatologia no afecta a esta capacidad de crecimiento.

Si bien existe variabilidad en la bibliografia, se considera que un valor Ct de 34 equivale a unas 10° particulas virales en 10 mL de una muestra
nasofaringea o de saliva. En este punto, no se observa crecimiento en cultivo celular. Se requieren cargas virales elevadas, de 105-10¢ para
positividad en deteccion de test de antigeno.

[Rev Med Lab 2022:3(1):21-24]
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g,Cuéndo es Util aplicar los test que permiten detectar infeccidn activa de SARS-CoV-2?

Linea temporal para el adecuado uso de diferentes test diagnosticos y respuesta del paciente

Carga viral ' Los sintomas de la COVID-19 aparecen de 2 a 14 dias tras la exposicion,
F: 1 F . . . s .
Copias/mL pre.sintomética ! Sntomatica o con una media de 3 a 5 dias tras la infeccién. Se ha descrito que en el 1%
210 ' Ventana diagnéstica de los pacientes los sintomas pueden aparecer a partir del dia 14,
:§ ] existiendo adicionalmente pacientes asintomaticos.
P K
SHpe
o 7 ; i It
= | ! La RT-PCR es capaz de detectar presencia del virus unos 3 dias antes
e .
:é 2 del establecimiento de la sintomatologia, una vez que se alcanza un
o o . . . . .
2 £8 nivel de carga viral superior a los 102-10% copias/mL, y se mantiene
Q | Antigeno® positiva durante todo el curso de la infeccién. La carga viral es maxima
% 10°a10° | antes de la manifestacién de los sintomas y durante los primeros 3-5
= l dias, decayendo hasta hacerse indetectable (la duracién media de
1022 10° i RNA Viral replicacion es de unos 17 dias, pudiendo prolongarse en el tiempo).
1

t
0 7 14
Dias desde inicio de los sintomas

Los test rapidos de antigenos pueden ser positivos uno o dos dias antes
del establecimiento de los sintomas, aunque se ha descrito que estos

Cultivo celular presentan una adecuada sensibilidad diagndstica dentro de la primera
Correlacion con infectividad semana tras la instauracion de la sintomatologia. Se requieren cargas

RT-PCR positiva - virales superiores de 10°-10° para su deteccién.
Test antigeno positivo -

o

Relacion entre sintomatologia y positividad de test de antigenos

totales e IgG Dias desde inicio Estudios Muestras casos Sensibilidad media
de los sintomas bibliografia test de antigeno %
(1C 95 %)
Drain et al. N Eng J Med 2022;386(3) y Peeling et al. Lancet December 20 2021
Los tiempos de positividad de los diferentes test presentados en la presente grafica corresponden a situaciones Semana 1 % 5.769 2320 78,3 (71,1-84,1)
generales, pero estdn sujetos a variacién. Es posible encontrar pacientes persistentes con Ct de RT-PCR

detectables durante varias semanas tras resolucion de los sintomas, asi como test de antigenos positivos mas alla Semana 2 22 1.581 692 51,0 (40,8-61,0)

de la primera semana tras el establecimiento de los sintomas. . L
Asintomaticos 12 1.581 295 58,1 (40,2-74,1)

La interpretacion del Ct de la RT-PCR presenta limitaciones, tales como el no expresarse con valores lineales, la
dependencia de su valor en funcion del tipo y calidad de la toma (condiciones preanaliticas incorrectas pueden
derivar en falsos negativos) y la existencia de variabilidad intra e inter-prueba. Ademas, la RT-PCR detecta
presencia de ARN viral, pero no su viabilidad. Por tanto, su interpretacion debe ser realizada en el contexto
clinico/epidemioldgico del paciente.

Dinnes et al. Cochrane Library. 2021; 3(3)

Los test serolégicos de anticuerpos pueden ser positivos durante la
infeccion aguda y tras la resoluciéon de la misma, asociandose a
La interpretacion del resultado de los test rapidos de antigenos debe ser realizada con cautela. Resultados presencia Unica de 1gG a infeccidén pasada o vacunacién. En cualquier

falsos negativos pueden tener lugar si la toma de muestra es inadecuada, asi como si se evaldan fuera de su caso, no se consideran utiles para determinar infeccién activa, sino
ventana de deteccion. Resultados falsos positivos son frecuentes si la realizacién analitica del test es incorrecta, herramientas para evaluar el estado epidemiolégico del paciente.
empleando otras sustancias diluyentes (agua, zumo...) en lugar del buffer destinado a tamponar el pH durante
la unién del antigeno.

© ©6¢

Tal y como ha sido descrito anteriormente, la capacidad de contagiosidad de un paciente depende de su (’ ES pOSi b | e estratiﬂca r el riesgo d e

carga viral, que es proporcional a la capacidad de recuperacién de virus infectivo e inversamente

proporcional a los Ct de la RT-PCR. En cualquier caso, la transmisibilidad es un fenémeno complejo sin CcO ntag iosidad en base a estos test?

técnicas validadas para su medicion.

La Sociedad Espafiola de Médicos de Atencién Primaria (SEMERGEN) ha publicado una revision segun la cual un valor de Ct > 37 se asocia a cargas virales lo suficientemente
bajas como para considerar al paciente como no contagioso, mientras que pacientes con Ct inferiores a 30 presentan un riesgo elevado de contagiosidad por hallarse
asociados a alta carga viral.

Capacidad diagnéstica RT-PCR Riesgo de contagiosidad segun valor Ct de la RT-PCR La Sociedad Espaifiola de Enfermedades Infecciosas y
Limite deteccion RT-PCR Ct 2 40 Serrano-Cumplido et al. SEMERGEN 2021;47(5) Microbiologia Clinica (SEIMC) indica sin embargo que la
utilizacién del Ct para inferir contagiosidad del paciente puede
ser inadecuada, debido a que este valor es dependiente tanto de
las condiciones preanaliticas (tipo de muestra y medio de
Zona de Indecisién transporte, calidad de la muestra, condiciones de
Actividad social esencial con estrictas medidas de proteccion almacenamiento, tiempo de vortexado) como de las caracteristicas
Repeticién de RT-PCR en unos dias analiticas del proceso (método y condiciones de extraccion,
Vigilar aparicion de sintomas . L. .z .
plataforma empleada para amplificacion y deteccion de ARN viral,
dianas, técnicas de amplificacion, fluoréforos que marcan las
sondas, lineas base de los canales y ciclos del experimento).

No contagioso

No requiere aislamiento
Empleo de medidas standard de proteccién

Moderadamente contagioso
Evitar reuniones sociales
Autoaislamiento

que pueden NO ser detectados

por test de antigenos
Sensibilidad < 80 % test de antigeno

Altamente contagioso
Aislamiento estricto inmediato

Capacidad diagnéstica test de Seguimiento de contactos En base a la evidencia disponible, la Sociedad Espafiola de Biopatologia Médica
Sensibilidad > 80 % test de antigeno Ct < 25 - Medicina de Laboratorio (AEBM-ML) recomienda que la evaluacién del riesgo
de contagiosidad en base a los PDIA debe considerar que:

. " . . . a Los pacientes con resultados RT-PCR Ct < 30 o resultado positivo en test
La correcta interpretacion de este esquema de riesgo requiere considerar la situacion . ) . o . -
clinica/epidemioldgica del paciente, ya que valores elevados de Ct pueden ser observados en rz-'zpldo de' S prese'ntan riesgo fie.cor?tagIDSIdad. e exsfgreetEn ot
pacientes con infeccion en vias de resolucion, pero también en los momentos iniciales de la nivel de riesgo presenta sin embargo limitaciones.
misma.
Los valores de Ct son ademas variables, pues son dependientes de las condiciones

Resultados RT-PCR Ct 2 30 o resultados negativos en test rapido de antigeno
preanaliticas (pueden dar lugar a Ct erréneamente elevados) y de las caracteristicas de las no permiten descartar la contagiosidad y debe valorarse en el contexto
plataformas analiticas y los métodos empleados para su deteccion (diferencias de varios clinico/epidemioldgico del paciente.

ciclos entre distintos sistemas de evaluacion).

[Rev Med Lab 2022:3(1):21-24]
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(;Cémo se aplican los test que permiten detectar infeccién activa de SARS-CoV-2?

RT-PCR

* Se considera la técnica de referencia debido a su
elevada sensibilidad y especificidad.

* Un resultado positivo puede ser evaluado en base
a su Ct, pues este valor orienta sobre el momento
de la infeccidn y el riesgo de contagiosidad.

* Un resultado negativo, en presencia de elevada
probabilidad pre-test, no descarta la infeccion, pues
puede ser consecuencia de una inadecuada toma,
transporte o conservacion de la muestra, asi como
de errores puntuales en la fase analitica. De la
misma forma, la evaluacién puede haber sido
realizada en momentos iniciales de la infeccién, con
carga viral aun indetectable. En ambos casos, se Negativo 1
recomienda su repeticion mediante una segunda l ‘f
RT-PCR, a ser posible, mediante método diferente.

Positivo

Infeccion SARS-CoV-2

Ausencia evidencia
COoVID-18

(preferiblemente otro método)

Test Rapidos de Deteccion de Antigenos

Test Rapidos de

* Menos sensibles y especificos que la RT-PCR. Sin Deteccién de Antigenos

embargo, dada su facilidad de manejo y rapidez de
resultados son utiles en aquellas circunstancias en los
que las técnicas moleculares no estén disponibles, sus
tiempos de respuesta sean superiores a 36 horas o se
requiere realizar de forma inmediata un cribado en

grupo de riesgo. Elevada probabilidad pre ;
* Un resultado positivo indica infeccion activa de SARS- | l
CoV-2 con elevada especificidad. Es necesario [ Repeticién con segundo test de antigenos o
considerar sin embargo que la actuacién preanalitica E Confirmacion RT-PCR
ha de ser adecuada, pues el empleo de sustancias que |

alteren el pH o el uso de buffers incorrectos o en mal
estado pueden generar falsos positivos. Si la

Ausencia evidencia
CoviD-19

'

Baja probabilidad pre-test | Elevada probabliidad pre-test Baja probabilidad pre-test

probabilidad pre-test es baja, es posible repetir un
segundo test de antigeno o confirmar mediante
técnica molecular.

* Un resultado negativo ha de ser interpretado en el

contexto clinico/epidemiolégico del paciente. Es é
posible que pacientes COVID-19, contagiosos o no, -
ofrezcan resultados negativos debido a Se considera que la probabilidad pre-test es elevada cuando:
concentraciones por debajo del limite de deteccién del * Existen evidencias clinicas de infeccién, ya sean sintomatoldgicas o por resultados de pruebas
test (asociado a cargas virales bajas). De la misma de laboratorio o imagen
forma, la correcta toma de muestra es esencial para * El paciente ha tenido un contacto estrecho con alta probabilidad de contagio
asegurar la fiabilidad de los resultados. En casos de Se considera que la probabilidad pre-test es baja cuando:
probabilidad pre-test elevada, se recomienda * El paciente es asintomdtico o carece de clinica sugestiva
confirmacién del resultado mediante repeticién de test * El paciente no presenta contacto estrecho o sus contactos son de bajo riesgo (baja exposicion,
de antigeno o preferiblemente mediante técnica medidas de prevencion adecuadas, espacios abiertos, individuos vacunados)
molecular.
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What types of tests may be used to detect active infection with SARS-CoV-2?

The diagnostic approach to COVID-19 (COronaVlrus Disease 2019 is currently based on active infection detection tests (AIDTs) for SARS-CoV-2, and include
both molecular tests and rapid antigen detection tests:

o Molecular techniques. Nucleic acid amplification

Viral RNA detection using nucleid acid amplification tests (NAATs), which include TMA (Transcription-Mediated Amplification), RT-LAMP (Reverse Transcriptase - Loop-
Mediated Isothermal Amplification), and RT-PCR (Reverse Transcripcion Polymerase Chain Reaction). The latter represents the reference test given its high
sensitivity and specificity. Most common gene amplification targets include E (envelope), S (spike), N (nucleocapsid), and ORF (open reading frame) lab.

Results are provided as a positivity cycle threshold (Ct).
A sample’s genetic material amplification is exponential
over a number of cycles that repeat sequentially. A Ct
indicates the number of cycles where the fluorescent
signal crosses the threshold of detection. This value

Sensitivity and specificity of RT-PCR as related to Ct

represents a seml-q_uan_tltatlve measure that is mver_sely Global . 4,537 1,973 95.5 (91.5-97.7) 98.8(98.3-99.2)
related to RNA copies in the sample, hence it provides
an indirect estimation of viral load. Ct<30 6 204 204 100 (98.2-100)

ct>30 6 149 149 95.6 (55.7-99.7)

Dinnes et al. Cochrane Library. 2021; 3(3)

RT-PCR may be considered the technique of choice to identify active infection as it offers the highest sensitivity and specificity. Positive results may be seen days
before symptom onset, and persist throughout the course of disease. Its high methodological complexity requires specialist laboratories and qualified personnel,
and involves long processing times with results being reported 12-72 hours after the test was requested. Notably, detection of viral RNA does not necessarily entail
the presence of infectious viruses in clinical samples. Similarly, given the wide spread of the Omicron variant and current vaccination schedule, healthy SARS-CoV-2
carriers may also be found.

Rapid Antigen Detection Tests 9
Sensitivity of antigen tests as related to RT-PCR Ct
Rapid antigen detection tests (RADT). Detection using lateral flow

immunochromatographic assays, with most common targets being protein N
(nucleocapsid) or S (spike). Results are qualitative (presence or absence of

u Ct<25 36 2613 2,632 94.5 (91.0-96.7) antigen) with inferior detection window, sensitivity, and specificity when
compared to RT-PCR. Its primary advantage is test speed, as it can be performed
6 ct>25 36 2,632 2,632 407 (31.8-50.3) within 15-30 minutes.
ot>33/32 5 346 346 89(33217) Al The WHO recommends that antigen tests display a
DINNES et aT, CocnTane Library. Z0ZT; 3(3] L_S sensitivity 2 80 % and specificity 2 97 %.

Sensitivity and specificity data as supplied by the manufacturers are usually obtained under ideal rather than actual clinical conditions. Antigen tests
have an adequate detection capacity in patients with higher viral loads. Positivity as related to RT-PCR Ct value is variable according to the various
studies and tests, and is deemed to be adequate in patients with Ct < 25. Test specificity is usually very high regardless of viral load. Given their ease
of use and shorter response times these tests are particularly useful for initial screenings (with RT-PCR being recommended for high-suspicion,
negative patients) and in cases where RT-PCR is unavailable or has response times longer than 36 hours.

How do the results of these tests relate?
Relationship between RT-PCR Ct, viral load, RADT positivity, and growth in
cell culture A RT-PCR Ct value should not be used for viral load

20.5 25 29 EE] 37 40

quantification. However, an inverse relationship
has been reported between Ct and viral load, as
well as with the probability of infectious virus
1x108 1.8x107 1.5x10° 1.2x10° recovery in cell cultures.
Viral RNA detection does not necessarily entail the
. Oba J etal. Keio J Med 2021;70(2) presence of infectious viruses in a clinical sample.
Rapid antigen detection tests positive (the less sensitive the higher Ct)

Cell culture positive from nasopharyngeal samples (Ct < 34-35)

A RT-PCR Ct value is related to viral growth capacity in a cell culture, which is considered an indicator of infectious capacity. The presence or
absence of symptoms does not affect such growth capacity.

Although variability may be found in the literature, a Ct value of 34 is deemed to be equivalent to approximately 106 viral particles in 10 mL of either
a nasopharyngeal or saliva sample. Here no viral growth in cell culture may be observed. Higher viral loads of 105-10° are required for positivity in an
antigen detection test.

[Rev Med Lab 2022:3(1):25-28]
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When is it useful to administer tests for detecting active infection with SARS-CoV-2?

Timeline for the proper use of different diagnostic tests and patient response

i [
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1 .
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Days from symptom onset

Correlation with infectivity
RT-PCR positive

Antigen test positive

High total antibody and IgG titers

Drain et al. N Eng J Med 2022;386(3) y Peeling et al. Lancet December 20 2021

The times to positivity for the various tests included in the graph above correspond to general conditions but may
vary. Patients may be found with RT-PCR Cts detectable for several weeks after symptom clearance, as well as
antigen tests that remain positive beyond the first week after symptom recovery.

Interpreting RT-PCR Ct has limitations including expression with non-linear values, dependence on sample
collection type and quality (wrong pre-analytical conditions may result in false negative results), and presence of
intratest or intertest variability. Furthermore, RT-PCR detects the presence of viral RNA but not its viability.
Therefore, interpretation must fit the patient’s clinical/epidemiological context.

Any interpretation of rapid antigen test results must be cautious. False negative results may occur when sample
collection is inadequate or assessment lies outside the detection window. False positive results are common

when testing is flawed by using other diluents (water, juice...) rather than the appropriate pH buffer during
antigen binding.

o

© ©0¢

As was described above, a patient’s contagiousness depends on viral load, which is proportional to
infectious virus recovery and inversely proportional to RT-PCR Ct. Anyway, transmissibility is a complex

phenomenon with no validated techniques to measure it.

COVID-19 symptoms develop at 2 to 14 days after exposure, with a
mean of 3 to 5 days after infection. It has been reported that in 1 % of
patients symptoms may develop after day 14, while asymptomatic
individuals also exist.

RT-PCR is able to identify the virus at around 3 days before symptom
onset, once viral load exceeds 102-103 copies/mL, and remains positive
throughout the course of infection. Viral load peaks before symptom
onset, within the first 3-5 days, and then decreases to become
eventually undetectable (mean replication time is around 17 days, and
may become longer over time).

Rapid antigen tests may be positive one or two days prior to symptom
onset, and have been reported to display adequate diagnostic
sensitivity within the first week after symptom onset. Detection
requires viral loads greater than 105-106 copies/mL.

Relationship between symptoms and antigen test positivity

Week 1 26 5,769 2,320 78.3 (71.1-84.1)
Week 2 22 1,581 692 51.0 (40.8-61.0)
Symptom-

12 1,581 295 58.1(40.2-74.1)
free

Dinnes-et-al-Cochrane tibrary-2021;-3(3)

Antibody serology tests may be positive during acute infection and
after infection resolution, and are associated with presence of only I1gG
against past infection or vaccination. At any rate, they are not
considered useful to identify active infection but rather as tools to
evaluate a patient’s epidemiological status.

Is it possible to stratify contagiousness
risk based on these tests?

The Sociedad Espafiola de Médicos de Atencion Primaria (SEMERGEN) has published a review according to which a Ct > 37 is associated with viral loads low enough for
patients to be deemed not contagious, whereas patients with Ct lower than 30 have a high contagiousness risk because of association with high viral loads.

Contagion risk according to RT-PCR Ct value

Serrano-Cumplido et al. SEMERGEN 2021;47(5)

RT-PCR diagnostic capacity

RT-PCR detection limit Ct > 40 Not contagious

Does not require isolation
Use of standard protective measures
Indecision zone

Repeat RT-PCR in a few days
Monitor for symptom onset
Moderately contagious
Avoid social gatherings
Self-isolation

that antigen tests may FAIL to detect
Antigen test sensitivity < 80 %

Potentially infectious patients |

Highly contagious

Essential social activity with strict protective measures

However, the Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC) points out that using Ct to infer
patient contagiousness may be inappropriate, since this value is
dependent upon both prenalytical conditions (sample type and
means of transportation, sample quality, storage conditions,
vortex time) and analytical process characteristics (extraction
method and conditions, platform used for viral RNA amplification
and detection, targets, amplification techniques, probe
fluorophores, channel baselines, and experiment cycles).

27

Based on the available evidence, the Sociedad Espafiola de Biopatologia Médica
- Medicina de Laboratorio (AEBM-ML) recommends that any assessment of
contagiousness risk based on AIDTs should consider the following:

Immediate strict isolation

Antigen test diagnostic capacity Follow-up of contacts

Antigen test sensitivity > 80 %, Ct < 25

Patients with RT-PCR Ct < 30 or positive results in a rapid antigen test
A correct interpretation of this risk diagram requires consideration of the patient’s may be contagious. Assigning a risk level has however limitations.
clinical/epidemiological context since high Ct values may be seen in patients with infection in
the process of being resolved and also early in the course of infection. . . . .
RT-PCR Ct 2 30 or negative results in a rapid antigen test do not rule out

contagiousness and should be evaluated within the patient’s
clinical/epidemiological context.

Furthermore, Ct values are variables as they depend on pre-analytical conditions (which may
result in erroneously high Ct values), analysis platform characteristics, and detection methods
(differences in cycles between different assessment systems).

[Rev Med Lab 2022:3(1):25-28]
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How are tests administered to detect active SARS-CoV-2 infection?

RT-PCR

e Itis considered the reference technique because of
its high sensitivity and specificity.

* A positive results may be assessed based on its Ct,
as this value informs about time of infection and
and contagion risk.

* A negative result in the presence of high pre-test
probability does not rule out infection as it may
result from inappropriate sample collection,
transportation or preservation, or isolated errors in
the analytical phase. Along the same lines, the test
may also have been performed early during
infection, with still undetectable viral load. In both
cases a second RT-PCR is recommended, if possible
using a different method.

lence of COVID-19

Rapid Antigen Detection Tests

* Less sensitive and specific than RT-PCR. However,
given their ease of use and rapid results, they are
useful whenever molecular techniques are unavailable,
have a response time above 36 hours, or immediate
screening is required for an at-risk group.

* A positive result indicates active SARS-CoV-2 infection
with high specificity. However, pre-test handling must 4 v
have been appropriate since use of pH-altering
substances or of the wrong or degraded substances
may result in false positive results. When pre-test
probability is low, a second antigen test or
confirmation molecular technique may be used.

* A negative result must be interpreted within the
patient’s clinical/epidemiological context. COVID-19
patients, whether contagious or otherwise, may have
negative results because of concentrations below the
test’s limit of detection (in association with low viral
loads). Similarly, appropriate sample collection is key
to ensure result reliability. In cases with high pre-test

t probabilit

ol COVID-19 R

probability, confirmation with a second antigen test or
preferably a molecular technique is recommended.
Pre-test probability is considered to be high when:
* There is clinical evidence of infection, whether symptoms or laboratory, imaging results
¢ The patient had a close contact with a high probability of contagion
Pre-test probability is considered to be low when:
* The patient is symptom-free or has no suggestive manifestations
¢ The patient has no close contacts or contacts are low-risk (low exposure, adequate preventive
measures, open spaces, vaccinated individuals)
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CASE REPORT

A 27-year-old female was referred to our department
for complaints of generalized urticaria, chest tightness,
dyspnea and hypotension following sexual intercourse.

For 3 years, the patient has experienced similar re-
actions with previous partners and as a result, now
carries an epinephrine auto injector. The patient avoids
systemic reactions by practicing abstinence and the
use of latex condoms.

The patient denied having localized symptoms, his-
tory of food or drug allergies but did report a positive
skin prick test that tests to dogs.

Our institution conducted a female skin prick test us-
ing the partner's seminal fluid (SF) supernatant. A fresh
semen sample that was requested from the male part-
ner, was centrifuged at Clinical Pathology laboratory,
at 387 G for 15 minutes to separate the spermatozoa
from the supernatant, which was used for immedi-
ate testing. The male partner also served as negative
control for skin tests to exclude false-positive irritant

reactions in the female patient. The results were ob- Figure 1 - Male (left) and female (right). Skin Prick Test using
served 15 minutes later (Fig. 1). partner’s SF
Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest. DOI: 10.20960/revmedlab.00104
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Male: S-SE wheal: 0 mm; flare: 0 mm; CN: negative,
control: 0 mm (saline solution); Hist: positive control.
Wheal: 6 mm; flare: 12 mm (histamine solution).

Female: S-partner’'s SE Wheal: 6 mm; flare: 12 mm;
CN: negative control, 0 mm (saline solution). Hist: pos-
itive control. Wheal: 6 mm. Flare: 12 mm (histamine
solution).

Consequently, the diagnosis was confirmed by the
patient’s significant positive reaction to the male part-
ner’'s supernatant SF which resulted in a 6 mm diam-
eter wheal with a surrounding flare (positive control
histamine 6 mm) and negative result to saline solution
(negative control). He had a negative result and, had a
positive reaction to histamine.

Additionally, other complementary serologic tests
were requested. A sample of total peripheral blood from
the female patient was collected to a serum gel separa-
tor tube 4.9 ml (Sarstedt S-Monovette®, German). After
a centrifugation (2754 G for 10 min), the serum was re-
moved and stored in a micro sample tube adequately
at -20 °C.Then a specific serum IgE antibodies to the SF
proteins using immunoCap assay (Phadia® Sweden)
and a molecular Canis familiaris allergen 5 (Can f 5),
were performed.

The patient displayed a negative result to IgE anti-
bodies to the SF proteins (< 10 KU/L) and a significant
sensitization to dog allergen Can f 5 (22.4 KU/L), a pro-
tein homologous to human prostate specific antigen
(PSA).

To prevent subsequent reactions, condom usage and
epinephrine auto injector was suggested.

Finally, the couple was referred to a fertility clinic
to help in the management of artificial insemination
due to the high risk of anaphylaxis with the alternative
method of intravaginal graded desensitization to dilu-
tions of SE

DISCUSSION

Less than 90 cases of human SF allergy have been
reported worldwide (1). It affects young women with
serious impact on their relationships. Misdiagnosis
and the socially delicate nature, results in uncertainty
regarding their prevalence (1-3).

A variety of reactions have been reported ranging
from vulvar or vaginal pain, pruritus, dermal reactions
to systemic allergic reactions including anaphylaxis or
both (1,4). In most of the cases the signs and symptoms
began within the first 30 minutes following ejaculation
and after a first episode of sexual intercourse (1,3).

The PSA was identified as the major allergen. Some
data suggests the existence of cross-reactivity between
the human PSA and a dog allergen prostatic kallikrein.

[Rev Med Lab 2022:3(1):29-30]

This protein is found in dog urine, a component of dog
hair and epithelia, now known as Can f 5, suggesting a
possible link to her SF allergy (6,7).

In this case, female skin prick testing was conducted
using the partner's SF with a positive result to confirm
the clinical suspicion of SF anaphylaxis. Serologic test-
ing, a specific serum IgE assay to the SF result nega-
tive, but this test is rarely positive and has not been
clinically validated. A positive test result to Can f 5 (a
protein homologous to human PSA) is a suitable mo-
lecular marker to dog allergy (1).

General preventative measures include condom us-
age, abstinence, prophylactic premedication, intravagi-
nal or subcutaneous SF desensitization (1).

As the presented female has a life-threatening sys-
temic reaction to SF and wishes to conceive, the use
of washed spermatozoa in artificial insemination was
recommended (1,3).

POINTS TO REMIND:

— Despite being a rare clinical condition, SF ana-
phylaxis is a hardship on couples that are affected
by it.

— Caused by IgE mediated sensitization to human SF
proteins during or after coitus.

— Symptomatology ranges from local pruritus to se-
rious, life-threatening systemic reactions.

— By way of cross-reactivity, it is possible that wom-
en with pre-existing dog allergy might react more
severely to human SF

— There is a need to raise awareness of this condi-
tion which will help with the stress and concerns
that patients may have. Early detection will enable
providers to direct appropriate treatment.
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CASO CLIiNICO

Se presenta el caso de un nino de 11 ahos que acudié
al servicio de urgencias pediatricas después de tener
fiebre de mas de 38 °C durante 3 dias, con manchas
maculopapulosas en las extremidades inferiores, cefa-
lea migranosa y diarrea abundante. Como anteceden-
tes personales, destacaba un ligero sobrepeso (62 kg)
y que habia estado en contacto estrecho con un caso
confirmado de COVID-19 hacia 8 dias. En el momento
del ingreso, en la PCR (Reaccién en Cadena de la Poli-
merasa) en exudado nasofaringeo para la deteccion de
infeccion activa por SARS-CoV-2 (Real Time PCR, Bio-
Rad®) no se detecté RNA.

Asu llegada, presenta palidez cutaneay alguna lesién
petequial aislada en el tronco y lesiones eritematosas
en las piernas. En la exploracion fisica se percibe un
quejido respiratorio intermitente, con una frecuencia
respiratoria de 20 rpm, SatO2 del 99 %, una frecuencia
cardiaca de 80 Ipm y tension arterial de 128/60 mmHg.
En la analitica sanguinea al ingreso destacaba la eleva-
cion de marcadores inflamatorios, enzimas cardiacas,
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dimero-D y pruebas de funcién renal y hepatica. Asi-
mismo, presentaba una disminucién de sodio, albumi-
na, linfopenia y trombopenia (Tabla ).

Como pruebas complementarias se realizé un elec-
trocardiograma (ECG), que mostré un ritmo sinusal
a 92 Ipm (en limites normales para la edad), intervalo PR
variable sin llegar a bloqueo auriculoventricular (BAV)
y sin otras alteraciones cardiacas destacables (sin rit-
mo nodal). La radiografia de térax tampoco revelé ano-
malias. En cuanto a la deteccidn de infeccion por virus
respiratorios (SARS-CoV-2, virus respiratorio sincitial e
influenza A y B), los resultados de las PCR a partir del
hisopo nasofaringeo fueron, de nuevo, no detectables.
No obstante, se realizé un analisis de anticuerpos totales
(por quimioluminiscencia [CLIA], LIAISON®) para SARS-
CoV-2 anti-N, anti-S e IgG resultando positivos, con
serologia IgM negativos. Con probabilidad, este perfil se-
rolégico es compatible con un estado de convalecencia
pos-COVID reciente debido a la variabilidad de la cinética
viral en los diferentes estados evolutivos de la infeccion.
El hemocultivo y el urocultivo fueron negativos. Se des-
cartaron otras causas infecciosas concomitantes.
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Tabla I.

Resultados de las pruebas de laboratorio al ingreso

Tabla | (cont.)

Resultados de las pruebas de laboratorio al ingreso

Resultado  Valores de refe- Resultado  Valores de refe-
rencia (VR) rencia (VR)
Bioquimica* 0.7
R Eosinofilos, x 10°/ pL (%) (0605?; (g'g 2’5)
Glucosa, mg/dL 100 70-110 i it
0,01 0,0-0,2
tinina, L 1,1 ,48-0,82 Basofilos, x 103/ yL (9 ! o
Creatinina, mg/d 5 0,48-0,8 asofilos, x 10% / pL (%) 0,2) (0-1.8)
Sodio, mEg/L 132 135-145 .
Hemostasia*
Cloro, mEq/L 95 93-110
oro, mEq TP (%) 90 70-140
Potasio, mEq/L 2, 15,1
otasio, mEq/| 6 3,1-5 INR 11 0,812
Proteinas totales, g/dL 6,6 6,6-8,7 TTPA, s 40 24.36
Albumina, g/dL ! 75,1 :
umina, g/ & . TTPA ratio 1,38 0,81,
Ici L -1
CelEep el i) Sl Dimero-D, ng/mL 910 1-500
Bilirrubina total, mg/dL 0,5 0-1,1 .,
rirrubina total, ma Fibrinbgeno, mg/dL 667 200-400
AST, UL 71 -4 A
e 0-46 *Bioquimica sérica (COBAS ¢702 Roche®, Barcelona, Espafia). Hemogra-
ALT, U/L 62 0-39 ma (SYSMEX XN-9100 Roche®, Barcelona, Espafia). *Hemostasia (STA R
Max®-System Stago®, Barcelona, Espafia). AST: aspartato aminotransfe-
LDH, U/L 275 120-300 rasa; ALT: alanina aminotransferasa; LDH: lactato deshidrogenasa; PCR:
proteina C reactiva; IL-6: interleucina-6; PCT: procalcitonina; VSG: velocidad
O gl — v de sedimentacion globular; NT-ProBNP: fragmento amino terminal del
Ferritina, ng/mL 1103 20-200 péptido natriurético B; VCM: volumen corpuscular medio; HCM: hemoglo-
bina corpuscular media eritrocitaria; CHCM: concentracién de hemoglobina
I1L-6, pg/mL 152 0-7 corpuscular media; TP: tiempo de protrombina; INR: ratio internacional
normalizada; TTPA: tiempo de tromboplastina parcial activada.
PCT, ng/mL 6,56 <0,5
VSG, mm 64 0-20
NT-ProBNP, pg/mL 568 0-300 En vista del cuadro clinico, de los resultados anterio-
TroponinaT, ng/L 9 0-14 res y como contacto_ con un caso COVID_-19 positivo,
se diagnostica al paciente de SIM-PedS e ingresa en la
Hemograma’ UCI pediatrica.
Hematies, x 10° yL 3,69 3,9-5,2
Hemoglobina, g/dL 1,2 11-15 DISCUSION
Hematocrito, (%) 30,7 34-45 Desde que la Organizacion Mundial de la Salud
VCM, fL 83,2 76-95 (OMS) declard la pandemia por el nuevo Coronavi-
rus 2 del Sindrome Respiratorio Agudo Grave (SARS-
HCM, pg 30,4 25-32 CoV-2) el 11 de marzo de 2020, millones de personas
CHCM, g/dL 365 31-37 se han infectado y han fallecido en todo el mundo; en
’ ’ Espafa, ha sido la causa de mas de 86000 muertes (1).
Plaquetas, x 103 uL 71 180-500 Durante este tiempo, se han tomado diversas medi-
Leucocitos, x 10°/ il 4,92 45135 das preven'tlvas (lre.str|c0|on de la mO.VI|Ida'd, utlllzacm.n
de mascarillas, limites de aforos, distancia de seguri-
- 362 1,7-8,0 dad, etc.) y se ha trabajado a un ritmo sin preceden-
Neutroéfilos, x 108/ uL (%) ! X
(73,6) (31-67) tes para desarrollar vacunas seguras y eficaces con el
objetivo de lograr la mayor inmunizacién de rebano
Linfocitos, x 10°/ uL (%) 0,52 15-6,5 (de RNA mensajero, como las de Pfizer/BioNTech® y
(10,6) (22-51) Moderna®, o de vectores virales, como las de Oxford/
: 0,73 0,1-0,9 Astrazeneca® y Janssen/Johnson&Johnson®) (1,2).
Monocitos, x 10°/ uL (%) (14.8) (1.5-9,0) Gracias a todas estas estrategias, las tasas de contagio

(Continda en la columna siguiente)

[Rev Med Lab 2022:3(1):31-35)
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rus 2019 (COVID-19) han disminuido significativamente
y en los pacientes pediatricos aun son menores.

En nuestro pais, hasta ahora, la seroprevalencia en
individuos menores a 18 anos es inferior al 4 %. De
forma general se ha descrito en la poblacién pediatrica
un curso clinico asintomatico o méas leve en compa-
racion con los adultos (3). No obstante, ha aparecido
un numero creciente de casos en los que los nifos
que se han infectado desarrollan un sindrome infla-
matorio sistémico de expresividad variable que pue-
de evolucionar de forma grave, con miocarditis, shock
cardiogénico y que precise el ingreso en la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI). Por consenso entre diferen-
tes sociedades cientificas, este sindrome se denomina
“sindrome inflamatorio multisistémico pediatrico aso-
ciado a SARS-CoV-2" (SIM-PedS)” (3,4).

A diferencia de la COVID-19 del adulto, que presen-
ta sintomas respiratorios, el SIM-PedS se manifiesta
tipicamente con dafo multiorganico, de forma progre-
siva, y afecta predominantemente al sistema cardio-
vascular (4). De acuerdo con la definicion publicada
por la OMS, se caracteriza en ninos y en adolescen-
tes (de 0 a 19 anos de edad) por la aparicion de fie-
bre (mas de 3 dias) con al menos dos de los siguientes
hallazgos: 1) erupcién cutdnea o conjuntivitis bilateral
no purulenta o signos de inflamacidn mucocutanea;
2) hipotension o shock; 3) cualquier evidencia de dis-
funcion cardiaca junto con el aumento de los niveles
de troponina y NT-proBNP; 4) cualquier evidencia de
coagulopatia; 5) problemas gastrointestinales agudos;
6) aumento de marcadores inflamatorios, como la pro-
teina C reactiva, y 7) sin otra causa microbiana obvia
de inflamacién y evidencia de una infeccion por SARS-
CoV-2 (5,6). Ademas, cabe destacar que la mayoria de
estos pacientes tiene anticuerpos IgG positivos frente
al SARS-CoV-2, con la PCR ya negativa; es decir, unos
hallazgos de laboratorio cuya interpretacion refleja una
infeccion pasada (inmune).

Algunos de estos rasgos clinicos y analiticos son
similares a los observados en la enfermedad reuma-
tologica pediatrica de Kawasaki (KD, sindrome de
ganglios linfaticos mucocutdneos que cursa con una
vasculitis de la infancia que puede causar aneurismas
de la arteria coronaria), el sindrome de shock téxico
estafilocdcico o sindromes de activacién macrofagica.
Sin embargo, existen caracteristicas distintas, como la
epidemiologia, la edad de inicio, que puede afectar a
ninos mayores y adolescentes, sintomas gastrointes-
tinales, disfuncién cardiaca predominante y niveles
extremadamente elevados de biomarcadores inflama-
torios, como la hiperferritinemia (7).

Aunque este cuadro clinico afortunadamente no es
muy frecuente, dadas las complicaciones que pueden
desencadenarse, el papel del laboratorio clinico es de
vital importancia para proporcionar parametros capa-
ces de discriminar entre casos graves y leves de la ma-
nera mas precoz posible.

A nivel del laboratorio, de los datos conocidos hasta
el momento, incluido el paciente actual, se ha obtenido

que los hallazgos caracteristicos consisten en linfope-
nia y trombocitopenia, ademas de elevaciones en las
enzimas hepéticas, creatinina, procalcitonina, marca-
dores inflamatorios (PCR, IL-6 y ferritina), marcadores
cardiacos (troponina y pro-BNP) y estudios de coagu-
lacién (dimero-D y fibrindgeno) (8). Ademas, todos los
pacientes con sospecha de SIM-PedS deben someterse
a un ecocardiograma para evaluar la funcién cardiaca,
cuyas lesiones se deben tanto a la invasion directa del
virus, que conduce a la muerte de los cardiomiocitos,
como a la lesion miocardica indirecta por la activacion
de cascadas inflamatorias, hipoxemia o trastornos me-
tabolicos (5).

Aungue aun son necesarias mas investigaciones so-
bre la fisiopatologia, algunos estudios han explicado
condiciones de la respuesta inmune exacerbada, tor-
menta de citoquinas, hiperinflamacion, dano vascular
y cambio epitelial reactivo, lo que podria contribuir a
los resultados de los biomarcadores de inflamacion.
En cuanto a la cinética viral, de acuerdo con la eviden-
cia existente, la sensibilidad de deteccion de IgM y de
IgG aumenta en el curso de la infeccidn (es superior
al 90 % en la segunda semana tras el inicio de los sin-
tomas), mientras que los resultados de la PCR se van
negativizando (el porcentaje de positivos es de apro-
ximadamente el 90 % entre los dias 8 y 14 y del 70 %
entre los dias 15 y 29 tras inicio de los sintomas) (9). A
su vez, el SIM-PedS se presenta con mayor frecuencia
3-4 semanas después de la infeccion inicial y la mayo-
ria de pacientes presenta serologia IgG positiva, lo que
sugiere una desregulacion inmunitaria desencadenada
por el virus SARS-CoV-2 mas que un efecto patogénico
viral directo (6,9).

Con respecto al tratamiento, dadas algunas simili-
tudes con la KD, la mayoria de los pacientes con SIM-
PedS se tratan con inmunoglobulina intravenosa (IGIV,
tratamiento estandar para la KD). Ademas, los hallaz-
gos de miocarditis en muchos pacientes con SIM-PedS
también apoyan el tratamiento con IGIV, dado su uso
en la practica clinica para la miocarditis viral. El inicio
de antibioticos de amplio espectro también es apropia-
do porque la presentacion clinica dificulta la exclusion
de la infeccion bacteriana; sin embargo, el tratamiento
antibiético debe interrumpirse una vez que se haya ex-
cluido lainfeccidn, con la normalizacion de los parame-
tros analiticos y la mejoria clinica del paciente (10). Las
caracteristicas de la tormenta de citoquinas conllevan
el uso de dexametasona o de metilprednisolona para
suprimir la respuesta inmune y el hallazgo concurren-
te frecuente de una presentacién similar a un shock
grave en estos pacientes alienta al uso de glucocorti-
coides (9,10). Ademas, en casos graves o refractarios,
pueden usarse los inhibidores de IL-1 (anakinra) e IL-6
(tocilizumab).

En nuestro caso, con el ingreso del paciente en la UCI
se inicio el tratamiento con IGIV y metilprednisolona.
Ademas, ante la elevacion de reactantes de fase aguda
y el cuadro clinico presentado se decidié administrar
cefotaxima (antibioterapia empirica), que se mantuvo

[Rev Med Lab 2022:3(1):31-35)
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durante 7 dias a 130 mg/kg al dia. A nivel respirato-
rio, inicialmente requirié soporte con canulas nasales
a 1,6 L/min para mantener SatO, en rango. El episodio
se resolvido en dos dias. Conforme se estabiliza, pre-
senta una mejoria progresiva de la pancitopenia, con
la practica normalizacién de la cifra de plaquetas y el
incremento de linfocitos, junto con el descenso del di-
mero D y de los pardmetros de inflamacién y de mar-
cadores cardiacos (Fig. 1). Hemodindmicamente se
mantuvo estable, con tendencia a la bradicardia sinusal
intermitente (40-50 Ipm), pero en los ECG de control
no se objetivaron alteraciones ni imagenes de BAV.

Afortunadamente, tras 4 dias de ingreso en UCI, ante la
estabilidad clinica y la mejoria de los marcadores infor-
mados por el laboratorio, se decidio su traslado a plan-
ta, donde se administré una segunda dosis de IGIV y se
completaron 7 dias del tratamiento con corticoides. En
todo momento se mantuvo afebril. Tras comprobar la
ausencia de alteraciones cardiacas en la ecocardiogra-
fia, fue dado de alta con buen estado general.
Generalmente, una vez los marcadores inflamatorios,
los cardiacos y el resto de parametros analiticos del la-
boratorio se han normalizado, los nifos se mantienen
afebriles, normotensos, no requieren soporte respira-
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Figura 1 — Evolucion del estudio de biomarcadores del paciente. Evolucion de los hallazgos mas caracteristicos de los marcadores
inflamatorios y cardiacos y de los estudios de coagulacion y de los parametros hematoldgicos. Se representan los niveles de los
parametros en cuatro puntos temporales: al ingreso, en el primer dia ingresado en UCI, en el quinto dia de ingreso (que es su primer
dia tras pasar de la UCI a planta) y en el dltimo dia de ingreso total antes de ser dado de alta.
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Sindrome inflamatorio en nino de 11 anos asociado a la infeccion por SARS-CoV-2

torio y pueden ser dados de alta (7). No obstante, el
seguimiento cercano es muy importante, ya que la evo-
lucion del SIM-PedS auln no esta del todo clara y las po-
sibles secuelas a largo plazo aun estan por determinar.
Por todo ello, un diagnéstico precoz, un abordaje mul-
tidisciplinar y la instauracion de medidas terapéuticas
adecuadas son fundamentales para mejorar el pronds-
tico de este subconjunto de pacientes pediatricos.

PUNTOS A RECORDAR:

— EI SIM-PedS es una consecuencia de una respues-
ta exacerbada del sistema inmunoldgico que se
caracteriza por hiperinflamacion y tormenta de ci-
toquinas, incluida la liberacion masiva de media-
dores inflamatorios, lo que podria demostrarse en
parte por los biomarcadores del laboratorio.

— Aunque no es muy frecuente, el SIM-PedS es un diag-
nostico critico a considerar en cualquier nino con fie-
bre, evidencia de inflamacion y disfuncién organica.

— Se recomienda la realizacion de un hemograma,
bioquimica sanguinea (con estudio de biomarca-
dores de infeccién en inflamacion), gasometria
con lactato y coagulacion (incluyendo dimero-D).
Asimismo, deben descartarse otras causas infec-
ciosas potencialmente causantes del cuadro clini-
co, por lo que se recomienda hemocultivo, PCR en
aspirado y lavado nasal para patdégenos respirato-
rios y despistaje de otras infecciones segun clinica.

— Debido a que la afectacién miocardica es el sello
distintivo de un estado hiperinflamatorio y juega un
papel importante en la progresion de la enferme-
dad, los marcadores cardiacos (incluidos troponina,
pro-BNP y AST) deben monitorizarse para el mane-
joy la prediccidon del prondstico del SIM-PedS.

— En la estabilizacion inicial y en el tratamiento de
los pacientes con SIM-PedS, tanto los glucocorti-
coides como la inmunoglobulina intravenosa se
consideran las modalidades de primera linea mas
comunes para el tratamiento inmunomodulador,
pues reducen la respuesta inflamatoria.

BIBLIOGRAFIA

1.

Informes de situacion de la COVID-19 [Internet]. Paho.org [citado
el 22 de noviembre de 2021]. Disponible en: https://www.paho.org/
es/informes-situacion-covid-19

. CDC. Vacunas contra el COVID-19 [Internet]. Cdc.gov. 2021 [citado

el 22 de noviembre de 2021]. Disponible en: https://espanol.cdc.gov/
coronavirus/2019-ncov/vaccines/index.html

. Sanchez-0ro R, Fatahi Bandpey ML, Garcia Martinez E, Edo Prades

MA, Alonso Mufioz EM. Clinical and radiological findings for the
new multisystem inflammatory syndrome in children associated
with COVID-19. Radiologia (Engl Ed) 2021;63:334-44.

. Caro-Patén GL, de Azagra-Garde AM, Garcia-Salido A, Cabre-

ro-Hernandez M, Tamariz A, Nieto-Moro M. Shock and myocardial
injury in children with multisystem inflammatory syndrome associ-
ated with SARS-CoV-2 infection: What we know. Case series and
review of the literature. J Intensive Care Med 2021;36:392-403. DOI:
10.1177/0885066620969350

. Zhao Y, Yin L, Patel J, Tang L, Huang Y. The inflammatory markers

of multisystem inflammatory syndrome in children (MIS-C) and ad-
olescents associated with COVID-19: A meta-analysis. J Med Virol
2021;93:4358-69. DOI: 10.1002/jmv.26951

. Feldstein LR, Rose EB, Horwitz SM, Collins JP, Newhams MM, Son

MBF, et al. Multisystem Inflammatory Syndrome in U.S. Children
and Adolescents. N Engl J Med 2020;383:334-46. DOI: 10.1056/NE-
JMo0a2021680

. Cabrero-Hernandez M, Garcia-Salido A, Leoz-Gordillo I, Alonso-Ca-

denas JA, Gochi-Valdovinos A, Gonzélez Brabin A, et al. Severe
SARS-CoV-2 infection in children with suspected acute abdomen:
A case series from a tertiary hospital in Spain. Pediatr Infect Dis J
2020;39:e195-8. DOI: 10.1097/INF.0000000000002777

. Rodriguez-Smith JJ, Verweyen EL, Clay GM, Esteban YM, de Loizaga

SR, Baker EJ, et al. Inflammatory biomarkers in COVID-19-associat-
ed multisystem inflammatory syndrome in children, Kawasaki dis-
ease, and macrophage activation syndrome: a cohort study. Lancet
Rheumatol 2021;3:e574-84. DOI: 10.1016/S2665-9913(21)00139-9

. Garcia-Salido A, Anton J, Martinez-Pajares JD, Giralt Garcia G,

Goémez Cortés B, Tagarro A, et al. Documento espafiol de consen-
so sobre diagnéstico, estabilizacion y tratamiento del sindrome in-
flamatorio multisistémico pediatrico vinculado a SARS-CoV-2 (SIM-
PedS). An Pediatr (Engl Ed) 2021;94:116.e1-116.e11. DOI: 10.1016/j.
anpedi.2020.09.005

. Son MBF, Murray N, Friedman K, Young CC, Newhams MM, Feld-

stein LR, et al. Multisystem inflammatory syndrome in children
- initial therapy and outcomes. N Engl J Med 2021;385:23-34. DOI:
10.1056/NEJMoa2102605

[Rev Med Lab 2022:3(1):31-35)

35



~RevisTa ne-

MEDICINA oe

LABORATORIO

www.revistamedicinadelaboratorio.es

Imagen / Infografia

Identificacion casual de Enterobius vermicularis

en el sedimento de orina
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Se expone el caso de una paciente de 7 anos, sin ante-
cedentes personales de interés, que acude al Servicio de
Urgencias por dolor y prurito en la zona perineal; la pa-
ciente no presenta disuria ni orinas coluricas. En el exa-
men fisico se detecta una hiperemia vulvovaginal, sin
signos de sobreinfeccion, y una escasa secrecion vaginal
blanquecina. Ante la sospecha de infeccidn del tracto uri-
nario se solicita analisis sistematico de orina, sedimento
y cultivo urinario. En la tira reactiva de la orina destaca la
presencia de 500 leucocitos/uL, siendo los nitritos nega-
tivos. La paciente es dada de alta con una sospecha diag-
nostica de vulvovaginitis y tratamiento con cefixima a la
espera del resto de resultados. En el sedimento urinario
destaca la presencia de elementos formes con forma
ovalada, incoloras y con una doble membrana, suges-
tivas de ser huevos de Enterobius vermicularis (1) (Fig.
1). Se confirma el hallazgo con el Laboratorio de Micro-
biologia y se modifica el tratamiento a mebendazol. El
urocultivo, tras dos dias, resulta negativo.

Enterobius vermicularis es un nematodo que se dis-
tribuye ampliamente por todo el intestino grueso y es
el responsable de la enfermedad intestinal enterobia-

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

Figura 1 — Huevos de Enterobius vermicularis en la muestra
de orina.
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sis, infeccion muy comun en pacientes pediatricos. La
hembra gravida es quien migra fuera del ano, general-
mente por la noche, y deposita los huevos en la regién
perianal, desde donde pueden contaminar la orina (2,3).
Este caso muestra laimportancia de la visualizacion del
sedimento urinario y la correcta identificacion de todos
sus elementos. El tamano de los huevos de Enterobius
vermicularis es de aproximadamente 55 mm x 26 mm
y, aunque es dificil confundirlos con las células habi-
tualmente observadas en el sedimento, un observador
poco experimentado podria confundirlos con algun ar-
tefacto, como por ejemplo granos de polen.
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Cristales de colesterol en liquido pericardico
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La pericarditis por cristales de colesterol es una forma
infrecuente de enfermedad pericardica caracterizada
por la presencia de numerosos cristales de colesterol
en el liquido pericardico. En raras ocasiones se mani-
fiesta como pericarditis constrictiva o taponamiento
cardiaco, como en nuestro caso, lo que representa una
urgencia cardiolégica que requiere tratamiento inme-
diato (1). Puede ser idiopatica o asociarse a diferentes
enfermedades sistémicas, como la artritis reumatoide,
entre otras (2). El diagnéstico de estas pericarditis solo
puede hacerse por pericardiocentesis y examen del li-
quido pericardico (3).

Paciente varon de 43 anos, fumador de 15 cigarros
al dia y consumidor esporadico de alcohol. Ingresado
en el 2017 por artritis reumatoide activa con una peri-
carditis aguda con derrame pericardico (4), en segui-
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miento desde entonces en consultas de cardiologia. En
noviembre del 2021 se le realizd6 una ecocardiografia
en la que se observo un taponamiento cardiaco sobre
una pericarditis efusivo constructiva de base en con-
texto de artritis reumatoide seropositiva, por lo que se
decidio realizar una pericardiocentesis evacuando el
liquido pericardico, con lo que mejord la clinica del pa-
ciente, como la disnea de esfuerzo y los edemas en las
extremidades inferiores (5).

El liquido pericardico que nos llegd al laboratorio
mostraba un color amarillo/dorado, en el que obser-
vamos abundantes estructuras cristalinas que corres-
pondian a cristales de colesterol (Fig. 1). La figura
pertenece al estudio de este liquido por microscopio
6ptica de luz visible y luz polarizada con compensador
rojo a 400 aumentos.
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Figura 1 - Cristales de colesterol en liquido pericardico (izquierda, luz visible; derecha, luz polarizada).
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En recuerdo de Santiago Martinez del Olmo

El pasado 13 de marzo de 2022 fallecié nuestro com-
panero y amigo Santiago Martinez del Olmo. Doctor en
Farmacia por la Universidad Complutense de Madrid y
especialista en analisis clinicos fundo en 1975, junto a
su inseparable companero Rafael, los Laboratorios To-
ledo y en 1996, el Centro de Analisis Sanitarios (CAS).
Santiago siempre tuvo una especial sensibilidad por
los temas relacionados con la profesion, tanto la far-
macia como el laboratorio, por lo que entré en el Cole-
gio Oficial de Farmacéuticos de Madrid y mas tarde se
incorporo a la Asociacion Espanola de Farmacéuticos
Analistas (AEFA). Fue participe de su nacimiento y en
ella desempend distintos cargos hasta ejercer de presi-
dente entre los anos 2004 y 2011.

Desde sus inicios, Santiago vio claro el futuro de la
asociacion, que tenia como objetivos prioritarios el
reconocimiento de la especialidad, la calidad de los
laboratorios y la formaciéon continuada de sus asocia-
dos. Junto a un equipo Unico e irrepetible de amigos
y de companeros, entre ellos Jaime Cobreros, Camilo
Fernandez Espina y Juan Domingo Saigi, crearon los
cimientos de AEFA. Mas tarde, Santiago, junto con Ra-
mon Goya, lograron consolidar la asociacién con su
sede en Madrid, en una decisién personal arriesgada
pero vital para su futuro.

Como presidente vivié una de las etapas decisivas
para los andlisis clinicos en Espana: la creacién, junto
con la Sociedad Espanola de Quimica Clinica (SEQC)
y la Asociaciéon Espanola de Biopatologia Médica
(AEBM), de la revista Unica Laboratorio Clinico y del
congreso unico, asi como la consolidacion de las re-
laciones internacionales con la Confederacion Latinoa-
mericana de Bioquimica Clinica (COLABIOCLI) y con la
Ordem dos Farmacéuticos de Portugal.
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En 2014 fue nombrado presidente de la Asociacion
Empresarial del Laboratorio de Analisis Clinicos (AN-
LAC), creada para la defensa de los intereses de los la-
boratorios clinicos privados de Espana. Fue nombrado
socio de honor de AEFA en 2019 y ese mismo ano reci-
bio la medalla al mérito profesional del Consejo Gene-
ral de Colegios Oficiales de Farmacéuticos.

Cuando hablabas con Santiago Martinez del Olmo de
cualquier tema, su conversacion reflejaba la viva ima-
gen de la sabiduria, alimentada por alguien que supo
desde muy nino, en su pequeno pueblo de Cuenca, que
la vida no se lo iba a poner facil. Se trataba de traba-
jar duro y tenazmente para salir adelante, con la fuerza
que dan los campos castellanos, y asi lo hizo Santiago,
quien ademas muy pronto comprendié que el estudio
y la formacién serian su principal baza.

Sus pacientes le adoraban y hasta sus ultimos anos
acudia fielmente a realizar tomas a domicilios (avisos)
sin importarle nada mas que el bienestar de las perso-
nas que acudian a su laboratorio para ser atendidas y
la mejora continua en la calidad de sus prestaciones.

Santiago siempre dejaba hablar, nunca interrumpia
a un interlocutor, aunque este solo hablara sin decir
nada, y en ocasiones puntualizaba con su peculiar iro-
nia la conversacion. Era un hombre de una gran cultura
y una enorme curiosidad, tanto en el ambito profesio-
nal como en el personal, amante de la lectura, de la
gastronomia (un excepcional catador de aceites y de
vinos) y, sobre todo, de la conversacién, de conocer la
opinién de la gente e intentar comprender el porqué
de las situaciones, dialogar, dejar hablar y escuchar, en
una palabra, aprender.

Entendia que la palabra era uno de nuestros legados
mas decisivos. Sin el rigor y la belleza de la palabra
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los hombres son unos ignorantes. Tal era el valor que
le daba a la palabra que era habitual en su época de
presidente el uso de un diccionario de la lengua espa-
nola para puntualizar el sentido exacto de una término
en algun documento o acta. En las reuniones de AEFA,
escucharle como planteaba las soluciones a problemas
complejos, por ejemplo, dejaba una huella indeleble en
sus companeros.

En los ultimos tiempos paseaba algun desencanto
cuando percibia una cierta mediocridad social, incapa-
ces hoy en dia los hombres y las mujeres de usar su
imaginacién para concebir ideales que le propongan
un futuro por el que luchar, justo la antitesis por la que
Santiago habia elaborado su ideal de vida.

Llevaba en la sangre la sencilla filosofia del hombre
de campo y cada experiencia, positiva o no, le servia
para tejer una compleja ética de comportamiento per-
sonal que aplico toda su vida a los avatares con los que
se enfrentd. Una ética basada en la moral, la justicia
y la lealtad en su relacién con la sociedad de la cual
formaba parte.

Respetaba enormemente a las personas con princi-
pios y que vivian en concordancia con ellos, fueran o
no proximos a los suyos, y tenia un sentido de la amis-

tad profundo, fraterno y desinteresado, sentimientos
que trasladé a AEFA, en la que todos siempre nos he-
mos sentido como en una gran familia.

Como dicen que dejé escrito en su tumba Mario
Moreno, Cantinflas: “Parece que se ha ido, pero no es
cierto”. Santiago no se ha ido, permanecera con todos
nosotros, con los que trabajaron, sonaron y vivieron
con él. Lo veremos repantingado en la silla con su son-
risa franca, dispuesto a ayudarnos, a encontrar la solu-
cion facil, a consolarnos, siempre desinteresadamente.

En el recuerdo vivo quedara la imagen de Santiago
como la de un hombre bueno, educado y culto. Tra-
bajador incansable, tenaz y brillante. Luchador por su
profesién y por sus companeros del que nos gustaria
poder guardar su espiritu.

En alguna parte, ahora mismo seguro que estara en
una animada tertulia con sus amigos Jaime, Camilo y
Juan y seguro que es feliz. Nosotros también los so-
mos por la inmensa suerte de haberle conocido.

Rafael Calafell
Expresidente de AEFA
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