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PROLOGO

Clin12Lab surge desde la direccion del Servicio de Bioquimica-Analisis Clinicos del Hospital Universitario
12 de Octubre de Madrid para recoger los contenidos formativos que se imparten en las sesiones internas
del Servicio.

Se crea con la ilusién de divulgar a lo largo del tiempo, de manera amena y concisa, conocimientos y temas
novedosos en el ambito del Laboratorio Clinico. Los autores son residentes asesorados por sus tutores y
especialistas de las diferentes secciones que constituyen el Servicio.

En esta primera edicion se han dividido los contenidos en cuatro bloques. Por un lado, se han agrupado las
sesiones cuyo contenido se incluye en el temario de la Especialidad, publicado en la Orden SC0/3252/2006,
de 2 de octubre, en el Boletin Oficial del Estado (BOE); dichos contenidos se van actualizado segun los
avances en investigacion y el asesoramiento de los diversos especialistas del Servicio. Estas sesiones
desarrollan aspectos de uso habitual en la practica clinica que van desde el diagndstico de laboratorio del
infarto agudo de miocardio a temas tan actuales como los nuevos biomarcadores en las enfermedades
mitocondriales, ya que el Hospital es Centro de Referencia Nacional de Enfermedades Metabdlicas
Hereditarias.

En segundo lugar, se incluyen revisiones bibliograficas de diversos temas, que pasan por una completa
revisiéon del abordaje diagnéstico del Mieloma Multiple, o la aplicacién de nuevas tecnologias de andlisis de
aire espirado para el diagndstico de intolerancias alimentarias y sobrecrecimiento bacteriano.

En tercer lugar, se presenta la revision de dos patologias a partir de casos clinicos: la sepsis y la polidipsia
primaria.

Por ultimo, esta edicidn finaliza con un blogue enfocado en los Procesos de Calidad del Laboratorio de
acuerdo con la norma UNE-EN ISO 15189, de la que el hospital ha obtenido la acreditacion casi completa
de sus laboratorios recientemente.

Queremos agradecer a todos los autores que han participado en la elaboracién de este documento su
esfuerzo y dedicacién con el proceso editorial. Asimismo, agradecer a los tutores del Servicio su
asesoramiento en los capitulos redactados por los residentes. Y por (ltimo, agradecer a todos los
profesionales del Servicio su compromiso y contribucién a mantener viva la llama de nuestro Laboratorio.

El equipo editorial
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INTRODUCCION A LA ENDOCRINOLOGIA Y NEUROHIPOFISIS

Autores: David Cuevas Gomez, Silvia Diaz Diaz

Servicio de Andlisis Clinicos y Bioquimica Clinica, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Palabras clave: Endocrinologia, hormonas, neurohip6fisis, ADH.

1. Hormonas:

Las hormonas son sustancias producidas por una glandula o célula endocrina hacia el medio interno. Las
hormonas se transportan a través del torrente sanguineo y hacen su efecto en determinados 6rganos o
tejidos diana.

< 1.1. Estructura guimica y proceso de sintesis:

Las hormonas se pueden clasificar en base a su naturaleza quimica en 3 grandes grupos (Figura 1):

- PROTEINAS, POLIPEPTIDOS Y GLUCOPROTEINAS:

La mayoria de las hormonas perteneces a este grupo. Algunas de ellas son la vasopresina, la hormona del
crecimiento, la TSH o el cortisol. Estas hormonas se sintetizan en los ribosomas del reticulo endoplasmatico
rugoso y se almacenan en vesiculas secretoras hasta que se necesitan. En general suelen sintetizarse
como preprohormonas, que se escinden en el reticulo endoplasmatico a prohormonas y finalmente, en el
aparato de Golgi se convierten en hormonas tras procesos de protedlisis y/o de glicosilacion. Estas
hormonas son hidrosolubles.

- ESTEROIDES:

Estas hormonas son secretadas por la corteza suprarrenal, ovarios, testiculos y placenta, la gran mayoria
son derivados del colesterol. No se almacenan ya que al ser liposolubles difunden a través de la membrana
celular para llegar a la sangre.

- DERIVADOS DE AMINOACIDOS:

Pueden ser derivados de la tirosina como la tiroxina y triyodotironina secretadas por la glandula tiroidea o
la adrenalina, noradrenalina y dopamina secretadas por la médula adrenal. También pueden derivar del
triptéfano como la melatonina secretada por la glandula pineal. Pueden ser hidrosolubles o liposolubles.

CLASIFICACION QUIMICA DE LAS
HORMONAS

GLUCOPROTEINAS ESTEROIDES

POLI OS
PROTEINAS

Es una proteina
unida a uno o mas Son

derivados
grupos de del

Péptido Cadena carbohidratos. colesterol
compuesto polipeptidica

Son derivados de POLIPEOTIDOS | PROTEINAS
los aminoacidos
tirosina y

triptéfano

por mas de compuesta por

10 a.a. mas de 100 a.a. Testosteron
PSS FSH, LH y TSH SEHGREDAYY
Son secretada Estradiol,

por la médula

suprarrenal, tirg
ides y glandula
pineal

Progesterona,
Antidiurética Hormona ¢:e| cortisol, etc.
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Figura 1. Clasificacion de las hormonas segun su naturaleza quimica. Imagen obtenida de:
https://es.slideshare.net/JannyLaurean/clasificacion-qumica-de-las-hormonas-15979213/



https://es.slideshare.net/JannyLaurean/clasificacion-qumica-de-las-hormonas-15979213

1.2. Secrecién y transporte:

El efecto de las hormonas puede ser inmediato o duradero, pero en cualquier caso, los niveles de las
hormonas estan controladas fundamentalmente por mecanismos de retroalimentacion. En la mayoria de
los casos las hormonas inhiben de forma directa su propia sintesis y secrecién mediante un mecanismo de
retroalimentacion negativa.

Las hormonas endocrinas tienen una vida media, una velocidad y un ritmo de secrecién propios y
caracteristicos que cambian a lo largo del dia para adaptarse a las necesidades habituales del organismo.
Por ejemplo, algunas se secretan de forma mayoritaria por las mafianas siguiendo un ritmo circadiano
diurno (como el cortisol), otras se secretan fundamentalmente por la noche (como la hormona del
crecimiento) y otras se secretan Unicamente en determinados estados fisiol6gicos como es el caso de
gonadotropina coridnica humana durante las primeras etapas del embarazo.

Las hormonas actlan a concentraciones muy pequefias dado que una infima cantidad es capaz de generar
respuestas notablemente intensas.

En cuanto al transporte, mientras que las hormonas peptidicas y las catecolaminas se transportan libres en
sangre gracias a su caracter hidrosoluble, las hormonas esteroideas y tiroideas al ser liposolubles se
transportan fundamentalmente unidas a proteinas plasmaticas (Tabla 1) aunque ejercen su accién cuando
se encuentran en su forma libre. Por tanto, se va a establecer un equilibrio entre la cantidad de hormona
libre y la unida a las proteinas transportadoras.

Transportador Hormona transportada

Globulina fijadora de tiroxina (TBG) y transtiretina Tiroxina (T4) y triyodotironina (T3)

Transcortina Cortisol, aldosterona y progesterona
Globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) Testosterona y estradiol
Albumina Testosterona, estradiol, T4, T3, cortisol,

aldosterona y progesterona

Tabla 1. Principales hormonas liposolubles y sus proteinas transportadoras.

.

< 1.3. Determinacidn de los niveles de hormonas:

El andlisis de una patologia vinculada con la alteracion de la funcién endocrina va unida a la determinacion
de los niveles de hormonas. En el analisis de los niveles hormonales se deben tener en cuenta distintos
aspectos:

En primer lugar, la estabilidad de las hormonas. Pequefias hormonas peptidicas como la ACTH necesitan
que las muestras se mantengan en hielo y en presencia de EDTA para evitar su degradacién por parte de
distintas peptidasas.

Otro aspecto a tener presente es el ritmo de secrecidn. En el caso de que la hormona presente un ritmo de
secrecion circadiano, se debe recoger la muestra en una determinada franja horaria para la cual se disponga
de valores de referencia. De lo contrario, no se puede interpretar adecuadamente los niveles hormonales.

En el caso de que la hormona presente una secrecion pulsatil, se deben recoger varias muestras
espaciadas en el tiempo o determinar los niveles de la hormona tras aplicar al paciente un estimulo que
estimule la liberacién de la hormona.

Ademas, de estos dos aspectos, cuando se desea explorar la funcionalidad de un determinado eje, en
algunos casos sera necesario determinar simultaneamente varias hormonas del mismo eje (como por
ejemplo las hormonas trépicas y las hormonas efectoras).
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Por Gltimo, otra forma Util de estudiar el sistema endocrino consiste en aplicar al paciente pruebas de
estimulo o test de supresion para valorar la capacidad de la glandula endocrina o del eje para responder a
este estimulo externo.

La cuantificacion de los niveles de la mayoria de las hormonas se realiza empleando técnicas basadas en
inmunoquimica. En estas técnicas se utilizan anticuerpos monoclonales capaces de reconocer una region
de la hormona conocida con el nombre de epitopo. La cuantificacion se realiza gracias a que estos
anticuerpos se encuentras unidos a distintos compuestos como moléculas fluorescentes, isotopos
radiactivos, enzimas o atomos de rutenio.

2. Fisiologia del eje hipotalamo-hipéfisis-glandula efectora:

< 2.1. Hipotalamo:

El hipotalamo es una pequefia region nuclear que forma parte del diencéfalo y se sitia por debajo del
talamo, en la base del cerebro. El hipotdlamo desempefia multiples funciones. Por un lado, participa en la
regulacion del sistema cardiovascular controlando la regulacion de la presion arterial y la frecuencia
cardiaca. El hipotdlamo también es el encargado de regular la temperatura corporal y la fiebre.
Concretamente, en el hipotdlamo anterior se encuentra un conglomerado de neuronas termosensibles que
controlan la temperatura corporal normal asi como el inicio del fenémeno febril. A esta zona se la conoce
como el centro termorregulador principal.

Otra de las funciones del hipotdlamo es la regulacién del agua corporal. El hipotdlamo regula el agua
corporal por dos mecanismos: por un lado, originando la sensacion de sed y por otro lado, controlando la
excrecion de agua en la orina. Cuando se eleva la concentracion de electrolitos en sangre (es decir,
aumenta la osmolaridad), se estimulan los osmorreceptores hipotalamicos y como resultado se activa la
sensacion de sed, que incita a beber agua. Por otro lado, las neuronas del nlcleo supradptico del hipotalamo
van a liberar la hormona antidiurética o ADH o vasopresina a nivel de la neurohipdfisis incrementando la
reabsorcion de agua a nivel de los tlbulos colectores renales. El hipotdlamo también participa en la
regulacion del apetito ya que en esta region del cerebro se localizan los centros del hambre y la saciedad.

Por ultimo, el hipotdlamo desempefia importantes funciones endocrinas ya que, por un lado, controla la
secrecién de hormonal de la neurohipdfisis. La vasopresina y la oxitocina son sintetizadas en el hipotalamo
en el ndcleo supradptico y paraventricular respectivamente. Posteriormente, estas hormonas son
transportadas a través de los axones de estas neuronas hasta la neurohipéfisis donde se almacenan. Ante
determinaos estimulos generados en el hipotalamo, estas hormonas van a ser liberadas a la sangre al nivel
de la neurohipdfisis.

Por otro lado, el hipotdlamo controla la secrecion hormonal de la adenohipdfisis a través de hormonas
estimuladoras o inhibidoras sintetizadas en el hipotdlamo. Estas hormonas, llegan a la adenohipofisis a
través de los vasos sanguineos porta hipotalamicos-hipofisarios. Algunas de estas hormonas son: GHRH,
TRH, CRH, GnRH, etc.

% 2.2. Hipdfisis:
La hipdfisis también denominada gldndula pituitaria tiene un tamafio de 1 cm de diametro y esta situada en
la silla turca. Permanece unida al hipotadlamo por el tallo hipofisario. Esta constituida por un Iébulo anterior
0 adenohipdfisis, un lébulo posterior o neurohipdfisis separados por una zona denominada “pars intermedia”
donde se secreta la hormona estimulante de melanocitos (MSH) que solo es funcional en la etapa fetal y la
pars tubelaris (o infundibularis) que constituye una pequefia cantidad de parénquima hipofisario proxima al
tallo hipofisario.

En la adenohipdfisis o hipdfisis anterior, tiene lugar la sintesis, almacenamiento y liberacion de seis
hormonas de naturaleza proteica: GH, prolactina, TSH, ACTH, FSH y LH. La mayoria de estas hormonas
hipofisarias ejercen sus efectos principales mediante la estimulacion de las glandulas efectoras: (glandula
mamaria, tiroides, corteza suprarrenal, ovario o testiculo) las cuales a su vez, van a secretar otra hormona
gue originard una respuesta por parte de distintos tejidos diana. Sin embargo, la hormona del crecimiento
y la prolactina, ejercen un efecto directo sobre distintos tejidos del organismo, sin necesidad de actuar
primero sobre otra glandula.



En la neurohipdfisis tiene lugar la secrecion de dos hormonas peptidicas sintetizadas en el hipotalamo: la
oxitocina y la vasopresina. La neurohipofisis consta de tres partes: la eminencia media del tuber cinérum,
el tallo infundiular o tallo hipofisario y el I6bulo neural o posterior o prolongacién infundibular.

La hipdfisis esta intimamente relacionada con el hipotdlamo a través de una conexién nerviosa y una
conexion vascular. La conexidn nerviosa esta constituida por los axones de las neuronas del nlcleo
supraoptico y paraventricular.

En cuanto a la conexién vascular, la arteria hipofisaria superior (que nutre a la hipdfisis y al hipotalamo)
recoge las hormonas del hipotdlamo para posteriormente, ramificarse en numerosos capilares en la
eminencia media formando asi el plexo capilar primario. Después, estos capilares confluyen en los vasos
portales que se dirigen a la adenohipdfisis donde se formara de nuevo un plexo capilar (secundario) que
finalmente culmina en unas venas que salen a la circulacién general.

Estas conexiones, permiten que el hipotalamo controle la secrecion de hormonas hipofisarias a través de
sefiales hormonales o nerviosas.

0

% 2.3. Requlacién del eje:

La produccién de hormonas por el hipotalamo, la hipéfisis y los 6érganos diana estd muy regulada por un
mecanismo de retroalimentacion negativa.

Las hormonas sintetizadas por las glandulas periféricas (por ejemplo, el cortisol en la corteza suprarrenal)
inhiben la secrecion de hormonas a nivel hipotalamico y a nivel hipofisario. Por ejemplo: el cortisol inhibe la
liberacion de CRH por parte del hipotdlamo y de ACTH por la hipdfisis. A este mecanismo de regulacion se
le conoce con el nombre de asa larga.

Del mismo modo que en el caso anterior, la hormona liberada por la hipdfisis inhibe la liberacion de
hormonas hipotalamicas. Siguiendo con el ejemplo anterior: la ACTH inhibe la liberacion de CRH por parte
del hipotalamo. Este segundo mecanismo de control se suele denominar asa corta.

Por ultimo, las propias hormonas hipotaldmicas van a inhibir su regulacién. Por ejemplo, la CRH liberada
por el hipotdlamo va a inhibir la liberacién de mas CRH.
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Figura 2. Esquema de la fisiologia del eje hipotalamo-hipdfisis. Imagen obtenida de:
https://www.pinterest.es/pin/662873638882808409/
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3. Hormonas secretadas por la neurohipéfisis:

< 3.1. Oxitocina:

Esta hormona de naturaleza proteica constituida por 9 aminoacidos presenta una estructura similar a la
vasopresina y se sintetiza en el nlcleo paraventricular del hipotadlamo ejerciendo su accién a dos niveles. A
nivel del Utero actlia sobre las células del miometrio favoreciendo las contracciones durante el parto.

También actla a nivel de la glandula mamaria, concretamente sobre las células mioepiteliales favoreciendo
la eyeccion de la leche durante la lactancia. Esta accion es consecuencia de un reflejo neuroendocrino de
succioén cuyo estimulo se inicia en los receptores tactiles localizados en los alrededores del pezén.

Aungue estas son las dos funciones mas claras de la oxitocina, se han realizado numerosos estudios que
le aportan a la oxitocina distintas funciones potenciales. Por ejemplo, dado que se han identificado niveles
mas elevados de oxitocina en el suero de los humanos tras el orgasmo, la oxitocina se ha ganado el nombre
de hormona del amor e incluso se ha postulado que podria estar involucrada en el establecimiento de lazos
afectivos con la pareja.

En otro estudio realizado sobre el autismo se observaron niveles méas reducidos de oxitocina en la sangre
de los nifios autistas con respecto a controles sanos por lo que también se ha postulado que esta hormona
podria estar involucrada en la fisiopatologia del autismo.

Otros trabajos indican que la administracion de oxitocina aumenta el nivel de confianza en uno mismo
reduciendo el miedo social, incrementa la generosidad, reduce el desarrollo de tolerancia a ciertas drogas...

Sin embargo, todas estas funciones a dia de hoy no estan aceptadas por la mayoria de la comunidad
cientifica debido a que no existen evidencias sélidas que permita atribuirles tantas funciones a la oxitocina.
La contraccion de la musculatura uterina y la eyeccion de la leche materna son las Unicas dos funciones de
la oxitocina que son ampliamente aceptadas.

®,

« 3.2. Vasopresina:

La hormona antidiurética o ADH o vasopresina es una hormona de naturaleza proteica constituida por nueve
aminoacidos que presenta una estructura similar a la de la oxitocina. Su funcion principal es reducir la
excrecién del agua en la orina (efecto antidiurético) regulando asi el equilibrio hidrico y la osmolaridad. Esta
accion la ejerce al unirse a los receptores V2 localizados en el tibulo contorneado distal y en los conductos
colectores de la neurona. La activacion de estos receptores promueve la expresion de unas proteinas
denominadas acuaporinas que potencian la reabsorcion tubular de agua desde la luz tubular hasta el
intersticio medular.

La vasopresina también puede unirse a los receptores V1 localizados en los vasos sanguineos. Estos
receptores estan acoplados a una proteina Gs que media la activacion de la adenilato ciclasa y la
generaciéon de AMP ciclico intracelular. La activacion de estos receptores va a generar vasoconstriccion.

El principal estimulo para la liberacion de ADH es el aumento de la osmolaridad plasmatica. Los
osmorreceptores hipotaldmicos son muy sensibles al incremento de la osmolaridad plasmética de modo
gue pequefios aumentos estimulan la liberacion de ADH. La disminucion del volumen plasmatico también
estimula la secrecién de ADH. Este fendbmeno es detectado por receptores de volumen ubicados en las
venas pulmonares y en la auricula izquierda. La hipotension detectada por los barorreceptores carotideos
y adrticos también estimula la liberacion de ADH. Ciertos farmacos como la morfina, la nicotina o la
carbamacepina inducen la liberacion de vasopresina mientras que otros como el etanol la inhiben. Por
ultimo, también se ha comprobado que la angiotensina Il estimula la liberacion de ADH.

4. Patologias relacionadas con la vasopresina:

< 4.1. Diabetes insipida:

La diabetes insipida es una enfermedad producida por un déficit de vasopresina o por una baja respuesta
a esta hormona. Debido a cualquiera estos dos fendmenos, los tabulos colectores del rifién pierden la
capacidad para concentrar la orina lo que explica la gran produccion de orina diluida y la hipernatremia que
presentan estos pacientes.

Los pacientes presentan un incremento de la osmolaridad plasmatica. Este aumento de la osmolaridad
plasmatica estimula los osmorreceptores hipotalamicos implicados en la sensacion de sed, de modo que



los pacientes suelen referir la ingesta de grandes cantidades de agua. El volumen extracelular de estos
pacientes suele ser normal dado que compensan las pérdidas de agua con la ingesta de mas liquidos. Sin
embargo, en algunas ocasiones se puede encontrar un volumen extracelular reducido, en estos casos los
pacientes presentan mas signos de deshidratacion.

- 4.1.1. TIPOS DE DIABETES INSIPIDA:
Existen dos tipos fundamentales de diabetes insipida:

Ladiabetes insipida central (0o neurogénica o hipotaldmica) se caracteriza por un déficit de vasopresina.
Obedece a una lesién hipotalamica o hipofisaria de cualquier etiologia (ya sea tumoral, vascular, infecciosa,
autoinmune...) que afecte al nucleo supradptico del hipotalamo, el tallo hipofisario o la neurohipdfisis
impidiendo, en cualquier caso, la liberacién de la ADH a la circulacion sanguinea. Aunque la mayoria de los
casos de diabetes insipida central se deben a una causa adquirida, en torno a un 5% del total de casos se
deben a una causa genética. La diabetes insipida familiar es una enfermedad autosémica dominante
originada por una mutacion en el gen de la vasopresina que impide su correcto plegamiento, como
consecuencia de esto, la mayor parte de la ADH se degrada y solo una pequefia cantidad se secreta. La
enfermedad se manifiesta durante los primeros afios de vida con poliuria e hipernatremia. Frente a esta
forma familiar de diabetes insipida aislada, el sindrome de Wolfram o DIDMOAD es un trastorno
neurodegenerativo muy raro, de caracter autosémico recesivo que cursa con diabetes insipida central (DI),
diabetes mellitus (DM), atrofia 6ptica (OA) y sordera (D). La mayor parte de estos casos se han asociado
con mutaciones en el gen WFS1 localizado en el cromosoma 4 que codifica la proteina WFS1 o wolframina
implicada en multiples funciones celulares como el trafico de membrana o la homeostasis del calcio
intracelular. Estos pacientes suelen desarrollar diabetes insipida en la segunda década de vida.

La diabetes insipida nefrogénica es una alteracion renal caracterizada por dificultad para concentrar la
orina secundaria a la resistencia renal a la hormona antidiurética. Las causas de la diabetes insipida
nefrogénica pueden ser congénitas o adquiridas. La causa mas comun de diabetes insipida nefrogénica de
caracter congénito se debe a una mutacion en los receptores V2, esta mutacién origina que se disminuya
la afinidad de éstos por la vasopresina. Este gen se encuentra ubicado el cromosoma X por lo que se trata
de una enfermedad ligada al sexo. Con menos frecuencia la diabetes insipida nefrogénica puede ser
causada por mutaciones en el gen de la acuaporina y en estos casos la herencia es autosémica dominante
o recesiva, dependiendo de la mutacion. Los sintomas en la diabetes insipida nefrogénica suelen aparecer
en la primera semana de vida. Las formas adquiridas de la diabetes insipida nefrogénica pueden ser
secundarias a la administracion de farmacos como el litio o pueden estar causada por algin tipo de
alteracion metabdlica como la hipercalcemia o hipopotasemia.

- 4.1.2. DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE DIABETES INSIPIDA:

El diagnéstico de la diabetes insipida (Figura 3) parte de una anamnesis detallada. Es fundamental solicitar
al paciente que mida el volumen de la orina durante 24 horas. Una vez confirmada la poliuria se debe
reinterrogar al paciente. La presencia de nicturia orienta hacia diabetes insipida mientras que la ausencia
de la misma junto con ciertos rasgos psicolégicos anormales suelen apuntar hacia una potomania. El
diagnostico diferencial se debe realizar comparando la diabetes insipida con la diabetes mellitus, a este
respecto es fundamental determinar la glucemia y glucosuria asi como la natremia (esto Ultimo mas con
fines terapéuticos para comprobar el estado de hidratacion del paciente). En el caso de que los niveles de
glucosa sean normales en suero y en orina se debe determinar la concentracion de sodio en la orina, una
concentracion de sodio inferior a 20 mEg/L, junto con leve hipernatremia, poliuria con nicturia apuntan hacia
una probable diabetes insipida.

Para confirmar el diagndstico de diabetes insipida se suele realizar un test de restriccion hidrica o de
deshidratacion (Tabla 2). Esta prueba debe realizarse con el paciente ingresado y durante el tiempo que
dure la prueba (nunca se superaran las 17 horas) el paciente no podra ingerir ningin liquido. Durante la
prueba se medird la produccion de orina, la concentracion de electrolitos en sangre y orina, la presién
arterial, la frecuencia cardiaca y el peso del paciente. La prueba se interrumpird si el paciente pierde un 5%
de su peso corporal, la osmolaridad urinaria se estabiliza tras tres determinaciones o supera los 580
mOsm/Kg, la osmolaridad plasmatica se eleva por encima de 305 mOsm/Kg o se detecta una natremia
superior a 148 mEg/L. Una vez interrumpida la prueba se le suministra al paciente desmopresina (un
analogo de la ADH).
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En un individuo sano, la osmolaridad de la orina va aumentando con el tiempo. Ademas, la administracion
de desmopresina al finalizar la prueba no implica ninguna diferencia dado que el organismo ha actuado de
forma correcta secretando ADH para concentrar la orina y reabsorber el agua disponible.

En un paciente con diabetes insipida, la osmolaridad de la orina no varia durante la prueba. Tras la
administracion de desmopresina, los pacientes con diabetes insipida central responden concentrando la
orina, de modo que la osmolaridad en esta aumenta. Sin embargo, aquellos que padezcan diabetes insipida
nefrogénica, no experimentaran ninguna modificacién y su orina seguira presentando una baja osmolaridad.

DIAGNOSTICO DIABETES INSIPIDA

1. Anamnesis: Confirmar poliuria y nicturia.

2. Diabetes insipida vs Diaebetes mellitus: glucemia,

natremia y glucosuria

3. Natriuria: Na orina < 20 mEq/L

4. Test de Deshidratacion

Figura 3. Algoritmo diagnoéstico de diabetes insipida.

mOsm/Kg <300 >850 o incremento del 50% DIC

mOsm/Kg <300 <300 DIN

Tabla 2. Interpretacion del test de restriccion hidrica. DIC: Diabetes Insipida Central; DIN: Diabetes
Insipida Nefrogénica.

Una vez establecido el diagnéstico de diabetes insipida, en el caso de que esta sea de origen central se
suele realizar una resonancia magnética nuclear con el objetivo de visualizar la hip&fisis mientras que en la
diabetes insipida nefrogénica se suele recurrir a la historia del paciente o a pruebas complementarias
(determinacion de niveles de litio, potasio, calcio...). De no encontrarse ninguna causa adquirida y en el
caso de que los pacientes sean joévenes, se suele sospechar de una causa genética.

El tratamiento de la diabetes insipida central consiste en suministrarle al paciente desmopresina (un analago
de la ADH). En el caso de la diabetes insipida nefrogénica, no existe ningin tratamiento del todo eficaz y
se les suele recomendar a los pacientes que incrementen su ingesta hidrica para evitar la deshidratacion.

- 4.1.3. CASO CLINICO 1:

Mujer de 47 afios que acude a urgencias por astenia y polidipsia. No presenta antecedentes clinicos de
interés y refiere que desde hace un mes y medio presenta una intensa polidipsia (bebe mas de 6 litros de
agua al dia) y poliuria (la paciente refiere que su diuresis diaria es de unos 5 L). También dice presentar
astenia intensa y calambres musculares en los miembros inferiores. En la exploracion solo destaca cierta
sequedad cutdneomucosa.

Se le extrae una analitica de urgencias en la que se observan niveles normales de glucosa en suero (92
mg/dL) con una marcada hipernatremia (156 mEg/L) y el sistematico de orina descarta la presencia de
glucosuria. Sin embargo, la orina presenta una concentraciéon de sodio de 18 mEg/L.

Ante estos hallazgos se sospecha de una posible diabetes insipida por lo que se procede a ingresar a la
paciente en el servicio de Endocrinologia.



En planta se reinterroga a la paciente que afirma presentar nicturia (levantandose por la noche entre 6-8
veces a orinar) y haber perdido 3 kg de peso en el Gltimo mes por pérdida de apetito y dificultad para tragar
probablemente por una reducida produccion de saliva. Una vez en planta se le realiza un andlisis de orina
de 24 horas con una diuresis diria de 4 L y una concentracion de sodio de 17 mEg/L. Ante estos resultados
se decide someter a la paciente a un test de deshidratacién para confirmar el diagnéstico. Los resultados
se recogen en Tabla 3.

Basal 59,7 97/52 66 84 289 145
12 Hora 59,5 96/61 76 107 289 141
2°Hora 59,4 81/56 84 120 292 146
3°Hora 59,05 88/60 82 132 294 149

Tras ADH 58,2 105/63 87 438 298 147

Tabla 3. Resultados del test de deshidratacion del primer caso clinico. TA: Tension Arterial; FC:
Frecuencia Cardiaca; LPM: latidos por minuto; OsmO: Osmolaridad urinaria; OsmS: Osmolaridad en
suero, NaS: natremia.

A la tercera hora se detect6 una natremia superior a 148 mEg/L por lo que se puso fin a la prueba. Como
se observa en los resultados, la osmolaridad en orina no varié durante la prueba y siempre fue inferior a
300 mOsm/Kg por lo que los resultados son compatibles con diabetes insipida. Entonces, se administré a
la paciente desmopresina para identificar el tipo de diabetes insipida. La osmolaridad en orina se increment6
mas del 50% tras suministrar el farmaco por lo que se trata de una diabetes insipida central.

Una vez establecido el diagndstico de diabetes insipida central se decide realizar una resonancia magnética
nuclear de la hipdfisis para identificar la causa. En la resonancia se observa un marcado engrosamiento del
tallo hipofisario sugerente de lesion infiltrativa. Ademas, también se realiza un PET-TAC que no muestra un
incremento de la actividad metabdlica ni en el tallo hipofisario ni en ninguna otra regién del cerebro por lo
que se descarta la presencia de un tumor.

Teniendo presente todos estos datos, se sospecha que la etiologia del proceso podria ser una hipofisitis
autoinmune por lo que se decide poner a la paciente en tratamiento con desmopresina (1 comprimido por
la noche) para su diabetes insipida y con glucocorticoides para la posible hipofisitis (1 comprimido de
prednisona de 30 mg cada 8 horas durante 7 dias y luego un tnico comprimido por las mafianas). Un mes
después se realiza un control analitico en el que se observa un sodio en suero de 141 mEg/L y en orina de
172 mEg/L y una osmolaridad urinaria de 746 mOsm/Kg. La paciente refiere una gran mejoria de la
sensacion de sed y del volumen urinario. Se decide mantener el tratamiento.

Tres meses después se le realiza una nueva resonancia magnética nuclear de la hipéfisis en la que se
observa una disminucion significativa del tallo hipofisario por lo que se inicia pauta descendente de
glucocorticoides.

Un afio después de la Ultima consulta la resonancia magnética revela un tallo hipofisario normal por lo que
se decide realizar un control analitico suspendiendo la toma de desmopresina la noche anterior a la
extraccién. La concentracion de sodio plasmatico fue de 143 mEq/L con una osmolaridad de 290 mOsm/Kg.
La orina present6 una osmolaridad de 270 mOsm/Kg. Ante estos resultados y las preferencias de la paciente
(que refiere levantarse a orinar unas 5 veces por la noche si no toma el farmaco) se decide mantener el
tratamiento con desmopresina de forma crénica y realizar controles anuales.

- CASO CLINICO 2;

Varon de 74 afios hipertenso y diagnosticado de trastorno bipolar y en tratamiento con litio desde hace
afos, refiere presencia desde aproximadamente 2 afios de polidipsia y poliuria con una diuresis de unos 3L
diarios con nicturia que le impide el descanso, también presenta sequedad de mucosas. En los ultimos dos
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meses acusa un marcado empeoramiento del cuadro y es remitido desde su centro de salud a consultas
de endocrinologia para estudio de posible diabetes insipida.

En la analitica realizada antes de la consulta se observa un sodio de 150 mEg/L, un calcio de 11 mg/dL y
una creatinina de 1,3 mg/dL sin mas alteraciones. También se le solicita una analitica de orina de 24 horas
con una diuresis de 4L se objetiva una osmolaridad de 141 mOsm/Kg. Ante estos resultados y tras
observarse niveles normales de glucosa se decide ingresar al paciente para la realizacion de un test de
deshidratacion. Los resultados se recogen en la Tabla 3:

Basal 193 292 142
1% Hora 138 296 141
2%Hora 157 296 142
3°Hora 135 298 145

Tras ADH 171 301 145

Tabla 4. Resultados del test de deshidratacién del segundo caso clinico. OsmO: Osmolaridad urinaria;
OsmS: Osmolaridad en suero, NaS: natremia.

A la tercera hora ya se disponia de tres determinaciones de osmolaridad urinaria inferiores a 300 mOsm/Kg
por lo que se consider6 que la osmolaridad urinaria ya se habia estabilizado y se puso fin a la prueba. Estos
resultados ya eran compatibles con diabetes insipida, sin embargo, la administracién de desmopresina no
sSupuso una gran variacion de la osmolaridad en orina por lo que se establecié el diagnéstico de diabetes
insipida nefrogénica.

Revisando la historia del paciente se comprueba que el paciente esta en tratamiento con litio desde hace
varios afos, ademas también presenta hipercalcemia y cierta insuficiencia renal (creatinina de 1.3) por lo
que se deriva a Nefrologia. El nefrélogo recomienda suspender el tratamiento con indapamida que eleva la
litemia y puede ser el responsable de la disminucion del filtrado glomerular y de la diabetes insipida.

Tres meses tras la suspension de indapamida, los niveles de sodio en sangre se normalizaron y la
sintomatologia de diabetes insipida remitio.

< 4.2. Sindrome de secrecién inadecuada de ADH (SIADH):

El sindrome de hipersecrecion inapropiada de ADH o sindrome de Schwarz-Bartter es una enfermedad
caracterizada por hiponatremia, hipoosmolaridad plasmatica e hipernatriuria producida por un exceso de
liberacion de ADH que origina una desmesurada retencion de agua a nivel renal. En esta patologia, la
secrecion de ADH no va a estar controlada por los niveles de osmolaridad de modo que va a existir una
expresion constitutiva de ADH con dos posibles origenes: la neurchipéfisis o un foco ectopico. La
hiponatremia severa puede originar cambios del estado mental, convulsiones o incluso el coma.
Aproximadamente un tercio del total de las hiponatremias estan causadas por el SIADH. Ante una
hiponatremia se debe medir la osmolaridad plasmatica, en el caso de que esta sea baja se puede descartar
la pseudohiponatremia causadas por hiperglucemia, hiperlipemia e hiperproteinemia.

El SIADH se caracteriza por una hiponatremia normovolémica pero existen otras patologias que también
comparten estas dos caracteristicas como: el hipotiroidismo o la polidipsia primaria.

Los criterios diagnésticos del SIADH incluyen: osmolaridad plasmatica baja, elevada osmolaridad en orina,
euvolemia, natriuria elevada y la ausencia de otras causas de hiponatremia

Una vez establecido el diagnéstico de SIADH se debe investigar la causa subyacente, En primer lugar, se
debe estudiar si el exceso de ADH procede de la neurohipdfisis o de un foco ectépico. Para ello, se suele
recurrir en primer lugar a técnicas de imagen como la resonancia magnética nuclear para estudiar el estado
de la hipofisis 0 el TAC de térax dado que la causa mas comun de la produccién ectdpica de ADH es un
tumor de pulmon.



El tratamiento del SIADH consiste en reducir la ingesta de fluidos y en casos graves se puede administrar
al paciente suero salino hipertonico.

- 4.2.1. CASO CLINICO:

Mujer de 86 afios de edad que fue trasladada al hospital tras sufrir una caida. Refiere que desde hace una
semana se sentia inestable y sufria pérdidas de equilibrio. Durante la exploracion, no presenté alteraciones
neuroldgicas y sus constantes vitales eran buenas. En su historia clinica destacan los siguientes hallazgos:
osteoporosis, hipertension, reflujo gastroesofagico y depresion.

Su tratamiento habitual consiste en: escitalopram, telmisartan, oxicodona, oxibutinina, simvastatina,
pregabalina, omeprazol y denosumab. La analitica de urgencias mostré hiponatremia severa 118 meqg/L e
hipoosmolar (264 mOsm/Kg) acompafiada de hipernatriuria con elevada osmolaridad en orina, sin otras
alteraciones.

Se procede al ingreso de la paciente para descartar otras causas de hiponatremia. El perfil tiroideo fue
normal, la paciente no tomaba diuréticos y parecia soportar bien la restriccion hidrica establecida como
tratamiento, por lo que finalmente, se le diagnosticé de SIADH.

Posteriormente, se investigaron las causas subyacentes realizando una resonancia magnética que mostro
una hipdfisis de tamafio normal y un PET-TAC que no revel6 zona con altas tasas metabdlica compatibles
con la presencia de un tumor. Entonces, se procedio a revisar la historia clinica de la paciente y se comprobd
que el escitalopram puede producir un incremento de la liberacion de ADH.

Tras 24 horas de restriccion de liquidos, los niveles de sodio en suero fueron de 128. 48 horas tras el
ingreso se normalizaron y se le dio el alta a la paciente con la suspension del escitalopram.

Neurosurgical or neurclogical — Medications — increased ADH release:
increased ADH release: * Antidepressants (eg sertraline)
* Guillain-Barré syndrome * Anticonvulsants (eg carbamazepine,
* Subarachnoid haemorrhage leveteiracetam)
 Subdural hasmorrhage * Antipsychotics (eg haloperidol)
* Anti-inflammatory drugs
Infective — increased ADH release: » Ecstasy
* Meningitis * Cyclophosphomide

* Encephalitis -
Malignancy — ectopic ADH production:

* Nasopharyngeal
* Mesothelioma

* Abscesses
* Human immunodeficiency virus

* Sarcoidosis ® Pancreatic

Respiratory — increased ADH release: * Gastrointestinal

* Tuberculosis ¢ Lymphoma

e Pneumonia * Sarcoma

¢ Pneumothorax Non-ADH antidiuretic peptide release:
¢ Atelectasis * Prolactinoma

* Asthma * Waldenstrom macroglobulinemia

ADH, antidiuretic hormone; SIADH, syndrome of inappropriate secretion of antidiuretic hormone

Tabla 5. Causas del SIADH: Imagen obtenida de Tee K & Dang J (2017).
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FUNCION TIROIDEA
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Fisiologia del eje hormonal tiroideo

La glandula tiroides se encuentra en la parte frontal del cuello, bajo la nuez de Adan. Dentro de su estructura,
encontramos los foliculos tiroideos o coloides, rodeados de las células foliculares. Estas células poseen un
transportador de yoduro. Una vez internalizado, se oxida a yodo y se integra en la estructura de la
tiroglobulina, yodando los residuos de tirosina, que posteriormente formaran las hormonas tiroideas,
Tiroxina y Triyodotironina (1).

Junto a las células foliculares también podemos encontrar vasos sanguineos que irrigan toda la glandula
tiroides y células parafoliculares, que se encargan de la sintesis de calcitonina, hormona que interviene en
la homeostasis del calcio y fosforo ante algunos estimulos como la hipercalcemia.

En cuanto a la regulacion del eje hormonal, el hipotalamo secreta TRH, que estimula la adenohipdfisis para
la sintesis y liberacion de tirotropina (TSH), hormona que estimula las células foliculares para la sintesis de
T4y T3, que actian sobre los érganos diana. A su vez, niveles elevados de T4 o T3 en circulacion provocan
una retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo y la hipdfisis.

Las hormonas tiroideas acttian principalmente intensificando las acciones de las catecolaminas sobre los
tejidos, aumentando el metabolismo basal, el consumo de oxigeno y la glucogendlisis.

La mayor parte de las hormonas tiroideas en suero se encuentran ligadas a proteinas (mas de un 99%), de
las cuales el 70% esta unido a la globulina fijadora de tiroxina (TBG), un 20% a albdmina y un 10% a
transtiretina. Por esto, siempre se debe medir la concentracion de hormona tiroidea libre, ya que no depende
de variaciones en la concentracion y la capacidad de fijacion. Solamente en unas pocas condiciones
clinicas, el valor de las hormonas totales puede ser mas precisos que las fracciones libres, como en algunas
enfermedades hereditarias y con algunos farmacos que desplazan a las hormonas de sus puntos de unién
(estrégenos, tamoxifeno y metadona).

Bocio

El bocio es el aumento de tamafio de la glandula tiroides, que segun su estructura se puede clasificar en
nodular (aumentos focales del tamafio tiroideo, que da lugar al desarrollo de nddulos) o difuso, con un
aumento global y regular de la glandula (Figura 1).

BOCIO BOCIO
NODULAR DIFUSO

=3
Agrandamiento de
la totalidad de la
glandula.

Desarrollo de
Noédulos Tiroideos.

Figura 1. Clasificacion del bocio segun su estructura. Imagen modificada de:
https://www.elfueguino.com.ar/tiroides-que-sucede-cuando-aumenta-su-tamano/

Segun su produccion hormonal se puede clasificar en normo, hipo o hiperfuncionante segin las hormonas
tiroideas estén en el rango de normalidad, por debajo o por encima.
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Desde una perspectiva fisiopatologica, el aumento de tamafio de tiroides se puede deber a procesos de
estimulacion, inflamacion o infiltracion (Tabla 1).

* Deficiencia de yodo
* Hipertiroidismo

* Hipotiroidismo
*Embarazo (HCG)

« Tiroiditis
Inflamacién * Hipertiroidismo autoinmune (Graves)
* Hipotiroidismo autoinmune (Hashimoto)

« Cancer tiroideo
Infiltracién Linfoma
* Enfermedad de depdsito

Tabla 1. Causas de bocio segin mecanismo fisiopatoldgico.

Enfermedad nodular tiroidea

Un nédulo tiroideo es una lesion de la glandula tiroidea que es radiol6gicamente distinta del parénquima
tiroideo circundante. Existe una alta prevalencia en la poblacion general (1% en varones, 5% en mujeres).
Puede provocar algunos sintomas compresivos locales, como disfonia, disfagia o tos, y en su mayoria son
benignos (85%) de los casos, aunque un pequefio porcentaje pueden ser de naturaleza maligna (2).

En el abordaje de la enfermedad nodular tiroidea, primero hay que revisar detenidamente la historia clinica
y determinar la TSH. También es de utilidad la gammagrafia tiroidea en caso de TSH bajas para determinar
si el nddulo es hipercaptante, lo que orienta a un nédulo téxico productor de hormona tiroidea; o si es
hipocaptante o la TSH estd normal o elevada, realizar una ecografia y en su caso una citologia para
determinar la malignidad del nodulo.

Cancer tiroideo

Existen varios tipos de canceres tiroideos. Los principales son el cancer papilar, el folicular, el medular y en
anaplasico, en orden creciente de agresividad.

El cancer folicular y el papilar se deben monitorizar con los niveles de tiroglobulina y de anticuerpos anti-
tiroglobulina, mientras que el cancer medular se debe seguir con la determinacion de calcitonina.

Hipotiroidismo

Es la situacién clinica producida por un déficit de la actividad de las hormonas tiroideas en los diferentes
tejidos del organismo. Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son comunes independientemente
de la etiologia del hipotiroidismo. Destacan la astenia, la intolerancia al frio, la ganancia ponderal y la
sequedad y palidez cutanea.

Esta situacion puede deberse a un hipotiroidismo primario (>90% de los casos), donde existe una deficiente
produccién de hormonas por la glandula tiroidea, o a un hipotiroidismo central, donde existe una insuficiente
estimulacion de la tiroides por la TSH, debido a una afectacion hipotadlamo-hipofisiaria.

La TSH es la determinacion méas sensible en el diagndstico de hipotiroidismo, ya que las variaciones de T4
libre producen un cambio compensatorio exponencial en los valores de TSH. Ante una TSH elevada se
debe determinar la T4 libre, y en ocasiones anticuerpos antitiroideos (ATPO) para determinar la etiologia
autoinmune del hipotiroidismo. Es importante no realizar estudio de cribado tiroideo en pacientes
ingresados, ya que las hormonas tiroideas pueden estar alteradas debido a su situacion clinica.



— Hipotiroidismo primario

La Tiroiditis de Hashimoto es la causa mas frecuente en zonas yodosuficientes, y se debe a la destruccién
de los foliculos tiroideos por el sistema inmune. El dato bioquimico caracteristico es la presencia de anti-
TPO. En la ecografia destaca una tiroides aumentada de tamafio con disminucién de la ecogenicidad
tiroidea.

La tiroiditis silente y la tiroiditis posparto son variantes de la tiroiditis crénica, pero de una presentacion
subaguda. Presentan una fase inicial de hipertiroidismo y una fase posterior de hipotiroidismo. Suelen
presentar episodios recurrentes y tienen riesgo de progresion a hipotiroidismo definitivo.

Otras causas de hipotiroidismo primario son la cirugia, el tratamiento con yodo-131, la radioterapia, y tanto
el déficit como el exceso de yodo, que se puede dar por la alimentacion. Destaca especialmente el consumo
de algunas algas ricas en yodo (algunas con una cantidad diaria recomendada de 20.000% de yodo por el
consumo de 5g).

También el hipotiroidismo puede ser causado por algunos farmacos, como el litio, que interfiere la liberacién
de hormonas tiroideas (20% de los pacientes) o la amiodarona, que produce un blogueo tiroideo por su alto
contenido de yodo (20-30% de los pacientes).

Una condicion especial del hipotiroidismo es el hipotiroidismo subclinico, que es un estado bioquimico en
el que encontramos TSH elevada con hormonas tiroideas normales, pero que puede presentar clinica. La
progresion a hipotiroidismo clinico aumenta con una TSH >10 Ul/ml y Anti-TPO +.

— Hipotiroidismo central

Se debe a una insuficiente estimulacion de la glandula tiroidea por insuficiente concentracion de TSH. Se
denomina hipotiroidismo secundario si se produce a nivel hipofisario, con déficit de TSH, e hipotiroidismo
terciario si ocurre a nivel hipotalamico, con déficit de TRH. Ambos se expresan con TSH disminuidas o
normales junto a T4 libre disminuida. Son menos del 1% de los hipotiroidismos, y son ocasionados por
adenomas hipofisarios y tratamiento quirdrgico o radioterapico sobre la zona hipotadlamo-hipofisaria.

Una entidad que conviene reconocer es el Sindrome del eutiroideo enfermo. Este ocurre en situaciones
clinicas graves (intervenciones, traumatismos, neoplasias, UCI, sepsis), donde encontramos hormonas
tiroideas alteradas con valores circulantes de T3 libre e incluso de T4 libre bajos en pacientes eutiroideos.

Hipertiroidismo

El hipertiroidismo se define como el aumento de T4 libre y T3 libre circulantes debida al aumento de sintesis
de hormonas tiroideas o al aumento de su secrecion. Este exceso de hormona tiroidea produce una
hiperestimulacion adrenérgica como consecuencia de la cual existe un aumento generalizado del
metabolismo. Algunos sintomas y signos comunes son las palpitaciones, pérdida ponderal con hiperfagia,
fatiga y debilidad, nerviosismo, sintomas oculares y piel himeda y caliente.

El hipertiroidismo se puede clasificar en dos grandes grupos: Debidos a sobreproduccion de hormona
tiroidea por el cuerpo, que se dividen en Hipertiroidismo Primario y Central; y debido a un exceso transitorio
por liberaciéon de hormonas (tirotoxicosis).

— Hipertiroidismo Primario

La patologia mas comun es la Enfermedad de Graves, que se trata de una enfermedad autoinmune que se
caracteriza por la presencia de hipertiroidismo sobre un bocio difuso. En ocasiones aparecen
manifestaciones extratiroideas, como la dermopatia tiroidea (0 mixedema pretibial), la oftalmopatia de
Graves y la acropaquia tiroidea. Es habitual encontrar una TSH suprimida (menor de 0,01 mU/l), y aumento
de T4 libre y/o T3 libre.

Se caracteriza por la presencia de Anticuerpos Anti-receptor TSH (TSI) en suero, que son especificos de la
enfermedad. Este anticuerpo se une al receptor de TSH induciendo el crecimiento del tiroides y ocasionando
un aumento de la produccién y secrecién de hormona tiroidea. Los niveles de TSI disminuyen con el
tratamiento e indican la actividad de la enfermedad.

Es necesaria la realizacion de una gammagrafia con yodo radiactivo para confirmar el diagnéstico. Nos
encontramos una captacion difusa y aumentada.
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Otras dos entidades que cursan con hipertiroidismo primario son el Adenoma Toxico y el Bocio Multinodular.
En ambos nos encontramos un nddulo o varios palpables que han adquirido autonomia funcional
independiente de la regulaciéon por TSH, junto a sintomatologia cardiovascular y una TSH suprimida con
aumento de hormonas libres.

Una entidad peculiar es el Hipertiroidismo inducido por la gonadotropina coriénica humana (hCG). Esta
hormona posee una subunidad alfa idéntica a la TSH, LH y FSH, y una subunidad beta parecida a la misma
subunidad de la TSH. La hCG se une al TSHR con una potencia muy inferior a la TSH, pero en altas
concentraciones puede producir un cuadro de hipertiroidismo con bocio difuso. Aparece en algunos
embarazos, mola hidatiforme y coriocarcinoma.

— Hipertiroidismo Central

Nos encontramos una TSH alta o normal junto a T4L y T3L elevadas. Esto puede ser debido a un Adenoma
hipofisario (tirotropinoma), que es un tumor secretor de TSH.

Existe otra entidad con la misma expresion clinica y analitica, que es la Resistencia a la hormona tiroidea,
en la que encontramos una mutacion del receptor de hormonas tiroideas que dificulta la accion de las
hormonas tiroideas en los tejidos. Los niveles circulantes de la subunidad alfa de TSH nos ayudaran en el
diagndstico diferencial, siguiendo esta formula:

subunidad-alfa (ug/l)
TSH (mU/l)

Cociente 10

Si el resultado fuera mayor de 5.7, la orientacién diagndéstica se pondria a favor del adenoma.

— Tirotoxicosis

Tenemos dos entidades principalmente, la tiroiditis, ya expuesta, y la Tirotoxicosis facticia, que corresponde
a la administracion exdgena de hormonas tiroideas en dosis suprafisiolégicas. Puede ser una ingesta
voluntaria, con el objetivo de una pérdida de peso, o por sobretratamiento, habitual en el cancer de tiroides,
ya que el objetivo terapéutico es alcanzar la supresion de la TSH.

Estos pacientes no presentan bocio, tienen niveles de TSH suprimida y hormonas tiroideas elevadas segun
el paciente esté tomando T4 o T3. La presencia de un valor sérico de tiroglobulina bajo nos orientara al
diagndstico.

Patologia Tiroidea en el Embarazo

Una situacion fisioldgica en la que los trastornos tiroideos cobran mucha relevancia es el embarazo. En
nuestro hospital tenemos un protocolo propio consensuado con los Servicios de Ginecologia y
Endocrinologia. El protocolo se puede visualizar en la Figura 2.
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Figura 2. Protocolo de 2018 de Trastornos tiroideos en el embarazo. Hospital 12 de Octubre.

Patologia Tiroidea Urgente
En cuanto a la patologia tiroidea urgente, destacan dos situaciones (3).
— Crisis Tirotoxica

Es una situacion metabdlica aguda con afectacion multisistémica y alta mortalidad, en horas o dias. Se
presenta con una clinica tipica del hipertiroidismo, pero acentuada: Hiperpirexia que puede superar los
40°C, Taquicardia con frecuencia superior a 140 Ipm, arritmias auriculares, disfunciones ventriculares, fallo
cardiaco congestivo, agitacion severa, delirio y clinica digestiva. Para valorarla es de utilidad la Escala de
Burch y Wartofsky.

Es una complicacidn poco frecuente pero muy grave de la Enfermedad de Graves. Se debe a un aumento
de la fraccion libre de hormonas tiroideas secundario a una enfermedad aguda precipitante, como
infecciones, traumatismos o cirugia.

Los pacientes deben tratarse en una UCI, ya que es precisa una monitorizacion continua. El tratamiento no
debe demorarse en espera de confirmacion analitica. La confirmacion bioquimica vendra dada por una TSH
suprimida con niveles elevados de T4 libre y T3 libre.

— Coma mixedematoso

Estadio final del hipotiroidismo de larga duracién no tratado y puede ser mortal. En la clinica destaca la
alteracion del estado mental, la termorregulacion defectuosa y la presencia de una causa desencadenante.
El diagnostico se basa en la sospecha clinica y no requiere confirmacion diagnostica para su tratamiento,
dado el alto grado de mortalidad (40%). La confirmacion bioquimica vendra dada por niveles bajos de T4
libre con TSH muy elevada.
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Introduccién

El presente capitulo no tiene por objeto llevar a cabo un repaso pormenorizado de toda la fisiopatologia
cardiovascular sino proporcionar al facultativo especialista de laboratorio de una revisién actualizada con
todo aquello que debe conocer antes de enfrentarse a una analitica perteneciente a un paciente afecto de
patologia cardiaca.

Comenzaremos el capitulo con una breve revisién de la fisiologia cardiovascular, que servira de punto de
partida para dedicar unas lineas al proceso de aterogénesis, principal proceso responsable de la
enfermedad cardiaca. En lo concerniente a la cardiopatia isquémica, se explicaran en detalle las dos
patologias a las que méas habitualmente se enfrenta el laboratorio de urgencias: el sindrome coronario
agudo, cuya expresién mas grave seria el infarto agudo de miocardio, y en donde la determinacién de
troponina cardiaca “ultrasensible” ha supuesto un antes y un después; y la insuficiencia cardiaca, cuya
evaluacion es posible gracias a la determinacion de los niveles de péptidos natriuréticos tales como el NT-
proBNP.

A lo largo del texto se hara especial hincapié en dar respuesta a cuestiones en las que los profesionales
del laboratorio reflexionan con frecuencia. El enfoque de este capitulo es principalmente diagndéstico, si bien
es conveniente aclarar que la importancia del laboratorio en el manejo de la enfermedad cardiaca abarca
no sdlo el proceso diagndstico de la enfermedad, sino que también es clave a la hora de establecer un
pronostico o estudiar la respuesta del paciente a un tratamiento.

El sistema cardiovascular

La principal funcién del corazon es impulsar la sangre a través de los vasos sanguineos para asi llevar a
cabo, en todos los tejidos del organismo: el aporte de oxigeno y de nutrientes, la retirada de diéxido de
carbono y de otros productos de desecho, la termorregulacion, etc.

El corazén “derecho” se encarga de bombear sangre a la circulacion menor o pulmonar, mientras que el
corazon izquierdo es responsable de la circulacion mayor o sistémica, condicion por la cual se encuentra
fisiolégicamente hipertrofiado. En cuanto a la pared cardiaca, es irrigada por sus propios vasos sanguineos,
gue constituyen la circulacién coronaria.

Las arterias coronarias derecha e izquierda son ramas directas de la arteria aorta y su flujo esta regulado
casi en su totalidad por el metabolismo local en respuesta a las necesidades de nutricion y de oxigenacion
del miocardio. Dichas arterias cobran especial importancia en el sindrome coronario agudo. En condiciones
de reposo, el miocardio utiliza normalmente acidos grasos en lugar de glicidos como fuente de energia.
Sin embargo, en situaciones de isquemia realizara, al igual que la mayoria de los tejidos, glucolisis
anaerobia.

A nivel histolégico podemos distinguir tres capas en el corazon:

a) El endocardio, la capa mas interna, formada por un endotelio, tejido conjuntivo subendotelial y
algunas células musculares lisas. Cabe destacar que el sistema conductor de impulsos del corazén
se localiza en esta capa subendocardica.

b) El miocardio, la capa intermedia y musculo cardiaco propiamente dicho, donde se localizan las
células mioendocrinas secretoras de péptidos natriuréticos.

c) El pericardio, la capa externa protectora donde se localiza el liquido pericardico.

Esta estructura histolégica no difiere apenas de la que nos encontramos en los vasos sanguineos,
igualmente constituidos por tres capas o “tunicas”:
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a) Tunica intima: una Unica capa de células endoteliales rodeada por una capa de tejido conjuntivo
subendotelial.

b) Tuanica media: disposicion concéntrica de tejido conectivo y de células musculares lisas.

c) Tunica adventicia: revestimiento externo de tejido conectivo. La proporcion de cada una de estas
capas varia en funcién del tipo de vaso sanguineo (arteria, vena, capilar, etc.). A lo largo del texto
se hara referencia tanto a la tunica intima, implicada en procesos de aterogénesis, como al
miocardio, capa del corazén que sufre necrosis en el infarto de corazén.

Cardiopatia isquémica

La cardiopatia isquémica, primera causa de mortalidad en el mundo, es un conjunto de entidades que
acontecen como consecuencia de un desequilibrio entre el aporte de oxigeno a través de las arterias
coronarias y la demanda de oxigeno del miocardio.

Comprende cuatro tipos de patologias con gran importancia sanitaria: arritmias ventriculares y muerte
subita, sindromes cardiacos crénicos, insuficiencia cardiaca, y los sindromes coronarios agudos. Dentro de
este Ultimo grupo debemos diferenciar la angina de pecho, que no presenta necrosis, del infarto agudo de
miocardio, que supone la pérdida irreversible de tejido como consecuencia de la necrosis tisular por
isquemia prolongada.

Asimismo, distinguimos cinco tipos de infarto de miocardio:
1) Tipo I: Causado por trombo intraluminal (situacion mas frecuente).

2) Tipo Il: Debido a un desequilibrio entre el suministro y la demanda de oxigeno por el miocardio, sin
inestabilidad de placa coronaria.

3) Tipo lll: Con desenlace mortal cuando no se dispone de biomarcadores.
4) Tipo IV: Relacionado con una intervencidn coronaria percutanea.

5) Tipo V: Asociado a cirugia de revascularizacion coronaria. Ahora bien, la presencia de placas de
ateroma en la tanica intima de las arterias coronarias supone la causa mas prevalente de sindrome
coronario agudo, motivo por el cual se explica en detalle a continuacion.

Proceso de aterogénesis

La formacion de placas de ateroma requiere que en el organismo coexistan dos fenomenos independientes,
que mas adelante confluiran: el depdsito de lipidos y un estado proinflamatorio.

Por un lado, elevadas concentraciones de lipoproteinas LDL circulantes, cargadas de colesterol, se
depositan en el endotelio y lo atraviesan hasta llegar a la capa intima arterial.

Por otro lado, factores que inducen la inflamacién favorecen que los monocitos sanguineos sean atraidos
por quimiocinas y atraviesen el endotelio mediante diapédesis.

Una vez dentro, tanto las LDL como las células, sufren modificaciones. Las lipoproteinas son fagocitadas
por los monocitos y se produce su oxidacion, dando lugar a la aparicién de LDL oxidadas, particulas
pequefias y densas que tienden a agregarse y poseen propiedades proinflamatorias. Las LDL oxidadas
favorecen la diferenciacién de monocitos hacia macrofagos, los cuales son células secretoras de citoquinas
que van a aumentan aln mas la inflamacion, originando asi una retroalimentacion positiva. Los macréfagos,
gue expresan receptores para apoproteina B (“scavenger receptors”), facilitan la eliminacion de las LDL y
del colesterol en circulacién mediante fagocitosis.

En condiciones normales, las células dejan de expresar dichos receptores cuando estan excesivamente
cargadas de lipoproteinas. Sin embargo, la naturaleza de las LDL oxidadas impide dicha regulacién, de
manera que los macrofagos contintan fagocitando hasta dar lugar a células espumosas e incluso llegar a
su lisis. Por ultimo, las células espumosas liberan factores de crecimiento, que inducen la proliferacion
celular de células musculares lisas, asi como enzimas metaloproteasas, que degradan la matriz de la pared
arterial. Esta herida favorece la trombogénesis local, que finalmente da lugar a una placa de ateroma.

Como ya se ha comentado, la causa mas frecuente de cardiopatia isquémica es la ruptura de una de estas
placas de ateroma. La liberacion de material trombogénico a la circulacion ocasiona la oclusion parcial o
total de una arteria con embolizacion distal del arbol coronario subyacente, de modo que no llega oxigeno
a los cardiomiocitos. Ahora bien, la placa de ateroma también puede dar lugar a situaciones de isquemia



incluso en circunstancias en las que no se produce trombosis, simplemente por disminucién del flujo
sanguineo.

Factores de riesgo

La enfermedad cardiovascular se relaciona estrechamente con los estilos de vida y factores de riesgo, en
su mayoria modificables, como son la hipertension arterial, la hipertrigliceridemia, la hipercolesterolemia
(sobre todo por colesterol-LDL), la diabetes mellitus, el tabaquismo, el alcoholismo, la obesidad abdominal
y el sedentarismo.

No obstante, también existen factores de riesgo no modificables, tales como la edad avanzada, el sexo
(varén), las dislipemias hereditarias, las cardiopatias hereditarias, la hiperhomocisteinemia, la
microalbuminuria y las infecciones (por ejemplo, por Chlamydophila pneumoniae).

El estudio del riesgo cardiovascular es, por tanto, multifactorial. En este sentido, existen tablas de riesgo
coronario y scores basados en la ecuacion de Framingham, que deben ser calibrados en funcién de la
poblacion a la que vayan dirigidos.

Infarto agudo de miocardio

El diagndstico de los pacientes con infarto agudo de miocardio es de crucial importancia para instaurar una
prevencién secundaria con vistas a evitar las posibles recidivas. La presentacion clinica es variada, con un
espectro que abarca desde la ausencia de sintomas hasta la muerte sibita. Como norma general, el
sintoma principal que pone en marcha el proceso diagndstico y terapéutico de los pacientes es el dolor
torécico.

El dolor toracico de origen cardiaco se describe como una sensacion retroesternal opresiva (“angina”), con
irradiacion a brazo izquierdo y cuello, acompafiado de cortejo vegetativo, que incluye sudoracion fria,
nauseas y vomitos. La exacerbacion de los sintomas por el esfuerzo fisico y su alivio en reposo aumentan
la probabilidad de isquemia miocérdica.

Junto con la exploracion fisica, el electrocardiograma de doce derivaciones en reposo supone la principal
herramienta diagnéstica para la evaluacion de pacientes con sospecha de sindrome coronario agudo. Son
caracteristicas alteraciones como el desarrollo de ondas Q patoldgicas o la elevacion en el segmento ST.
La presencia o ausencia de elevacion en el segmento ST permite distinguir entre IAMCEST (infarto agudo
de miocardio con elevacion de segmento ST) e IAMSEST (infarto agudo de miocardio sin elevacion de
segmento ST), lo cual es relevante ya que en aquellos pacientes con IAMCEST nunca va a ser necesario
el diagndstico bioguimico mediante biomarcadores cardiacos.

Ahora bien, el laboratorio siempre debe participar en aguellas situaciones en las que se requiera descartar
un infarto de miocardio 0 nos encontremos ante un paciente con IAMSEST, es decir, en el diagndstico
diferencial de aquellos casos en los que el dolor toracico y el electrocardiograma resultan poco concluyentes
(por ejemplo, ante un enmascaramiento por bloqueo de rama o un sindrome de Wolf-Parkinson-White, o
ante un infarto intraluminal, posterior o lateral).

El diagnostico diferencial del infarto agudo de miocardio se sirve, ademas, de otras aproximaciones
diagndsticas, como la radiografia de térax, el ecocardiograma transtoracico o pruebas de deteccién de
isquemia y enfermedad coronaria que incluyen: la ergometria (prueba de esfuerzo), la gammagrafia de
perfusion miocardica (SPECT), el ecocardiograma de estrés, la angio-TC de arterias coronarias
(“coronografia no invasiva”), la cardiorresonancia magnética de estrés o la coronografia. Asimismo, el
laboratorio representa un papel fundamental en este tipo de patologias, ya que la determinacién de un
biomarcador cardiaco, preferiblemente troponinas cardiacas de alta sensibilidad, es indispensable en todos
los pacientes con sospecha de IAMSEST.

Marcadores de necrosis miocardica

Los biomarcadores cardiacos son un complemento a la valoracion clinica inicial y al electrocardiograma,
orientando en el diagnéstico del IAMSEST, y permitiendo la estratificacion del riesgo, el seguimiento y
tratamiento de los pacientes con cualquier tipo de infarto de miocardio (IAMCEST e IAMSEST).

Histéricamente, ha habido numerosos biomarcadores de necrosis miocardica que, en conjunto, permitian
diferenciar un infarto agudo de miocardio de una angina inestable. En 1954 se contaba por primera vez con
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un marcador asociado a isquemia miocardica, la enzima aspartato aminotransferasa (AST). Dicha enzima
correlacionaba bastante bien con la extension del infarto de miocardio, pero no era lo suficientemente
organoespecifica.

Mas tarde, aparecian otros marcadores, como la mioglobina (Mb), proteina cuya funciéon es almacenar
oxigeno en las células musculares, que se estudiaba mediante radioinmunoensayo, y que era el marcador
de liberacion y aclaramiento mas precoz debido a su bajo peso molecular. No obstante, su concentracion
en sangre estaba condicionada por la funcién renal y sobre todo por el elevado recambio que acontece en
el musculo esquelético.

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) representaba el caso opuesto, con concentraciones elevadas
incluso cuando el resto de biomarcadores ya habian disminuido, pero con incluso mas problemas de
inespecificidad que los hasta ahora sefialados. Dichos problemas fueron superados en parte gracias al
estudio de la isoenzima creatina quinasa CK-MB, cardioespecifica, medida mediante métodos de
inmunoquimica y relacionada con la extension del infarto agudo de miocardio. No obstante, hoy en dia, y al
igual que todos los biomarcadores nombrados, su utilizacion en el diagnéstico de patologia de indole
cardiaca ha quedado obsoleta. Esto es debido a la gran mejora, tanto de sensibilidad como de especificidad,
que ha supuesto la determinacion de troponinas cardiacas mediante métodos de “alta sensibilidad” en el
laboratorio.

Muitiples of the Upper Reference Limit

Time: Days after Onset of AMI

Figura 1. Liberacion en el tiempo de biomarcadores cardiacos.

Ninguna guia internacional actual recomienda la utilizacion de un biomarcador distinto de la troponina en el
diagndstico de infarto agudo de miocardio. La determinacion de isoenzima CK-MB, que mencionaremos
brevemente mas adelante, s6lo estara indicada en circunstancias muy concretas en las que se ha
comprobado que puede complementar la informacion proporcionada por la troponina cardiaca ultrasensible.

Troponinas de alta sensibilidad

Las troponinas cardiacas constituyen la prueba de laboratorio “gold standard” en el diagndstico de infarto
agudo de miocardio. La utilizacion de las troponinas cardiacas T o | en la practica clinica radica en que son
los biomarcadores mas sensibles y especificos de dafio miocardico.

Una presentacion clinica compatible con isquemia miocardica junto a una elevacion dinamica de troponinas
cardiacas permite catalogar el episodio como infarto agudo de miocardio, incluso en situaciones en la que
no se observa elevacion del segmento ST en el electrocardiograma (IAMSEST). Asimismo, la concentracién
de troponinas en sangre correlaciona con el prondstico y la mortalidad a corto y a largo plazo de forma
independiente.

Los titulos de troponinas cardiacas son minimos en el paciente sano (recambio minimo) y aumentan
rapidamente tras la aparicién de los sintomas (normalmente durante la primera hora, si se emplean
determinaciones de alta sensibilidad) permitiendo un rapido diagnéstico y tratamiento. Del mismo modo,
permanecen elevados durante varios dias e incluso hasta dos semanas, lo cual ayuda a detectar infartos
que puedan haber pasado desapercibidos.

Como es de suponer, la magnitud y extension del infarto de miocardio correlaciona directamente con los
niveles de troponina cardiaca en sangre, de manera que un IAMSEST presentara elevacién minima de
troponinas durante uno o dos dias, mientras que un IAMCEST presentara niveles mucho mas elevados de
troponina y podra ser detectado incluso hasta dos semanas después. En definitiva, el estudio de la cinética



de las troponinas aporta, mediante una metodologia rapida, facil, fiable y econémica, una gran cantidad de
informacién que es de ayuda en el tratamiento del paciente cardiopata.

A nivel molecular, la troponina es una proteina miofibrilar del misculo esquelético encargada de regular la
interaccion calcio dependiente entre la actina y la miosina y, por lo tanto, los movimientos de contraccién y
dilatacion. Esta proteina estd compuesta por tres péptidos: La troponina C, cuya funcién es unir calcio; la
troponina T, cuya misién es unirse a la tropomiosina; y la troponina I, que inhibe la unién actina-miosina si
los niveles citosdlicos de calcio son bajos.

En el caso concreto de la contraccion del misculo cardiaco, el potencial de accion generado en el nédulo
sinusal da lugar a una elevacion de los niveles de calcio del citosol en los cardiomiocitos. Este calcio, tras
unirse a la troponina C, dara lugar a un cambio conformacional en la troponina |, impidiendo su accién
inhibitoria, y permitiendo en Ultima instancia la unién entre los filamentos de actina F y miosina,
responsables de la contraccién cardiaca.

Existen diferentes isoformas de troponina (T1, T2, Ts, C1, C2, I1, |2 € 13), todas ellas especificas de muisculo
esquelético, a excepcion de las isoformas Tz e I3, que son cardioespecificas. Este es el motivo por el cual
actualmente no existen inmunoensayos dirigidos contra la isoforma C (propia de musculo esquelético). La
tasa de recambio del musculo esquelético es mucho mayor que la del musculo cardiaco por lo cual en
condiciones normales un individuo presentard concentraciones mas elevadas de troponina C. De este
modo, mediante el estudio de las troponinas T o | podemos afirmar que, como su concentracion basal es
casi indetectable, un dafio minimo se puede detectar muy precozmente.

Para mejorar el diagnostico de exclusion o afirmacion del infarto agudo de miocardio surgieron, hace pocos
afos, los llamados métodos de “alta sensibilidad (high sensitivity, hs)’, basados en ensayos
inmunoquimicos de tipo “sandwich”. Esta técnica utiliza dos anticuerpos monoclonales distintos que unen a
la troponina T (o I) reconociendo dos epitopos diferentes de la molécula. Uno de los anticuerpos esta
marcado con biotina, mientras que el otro esta marcado con quelato de rutenio.

Mediante el empleo de microparticulas recubiertas de estreptavidina (extremadamente afin a la biotina),
que se retienen con magnetismo, conseguimos separar las moléculas de troponina del resto de la muestra
al pasarla a través de un electrodo. Por otro lado, gracias al marcaje con rutenio, podemos cuantificar la
concentracion de troponina presente en la muestra a través de una reaccién de quimioluminiscencia que
ocurrira al aplicar una corriente eléctrica.

Estas técnicas de “alta sensibilidad o ultrasensibles” permiten medir el p99 de la poblaciéon referencia, que
suele ser del orden de 14 pg/mL, con una imprecision analitica interserie (obtenida a partir del control
interno) menor o igual al 10% (expresada como coeficiente de variacion). Asimismo, los métodos
ultrasensibles presentan un menor limite de deteccion (5 pg/mL). A diferencia de los métodos
convencionales, que son capaces de detectar concentraciones de troponinas cardiacas en un 20-50% de
individuos sanos, los métodos ultrasensibles permiten la deteccién de estas en un 50-90% de individuos
sanos. Esto supone una mayor precision diagnoéstica de infarto agudo de miocardio.

Ahora bien, ¢por qué la mayoria de laboratorios mide la troponina cardiaca T en lugar de la troponina
cardiaca 1? Para entender esto es necesario explicar que, ante un infarto agudo de miocardio con la
consiguiente liberacién de troponinas, vamos a encontrar diferentes formas circulantes. Podemos encontrar
en circulacion troponinas T e | intactas, pero también fragmentos de estas. Del mismo modo, la troponina |
puede unir troponina C en circulacién dando lugar al complejo binario I-C y es también frecuente la liberacion
del complejo ternario T-I-C, que a su vez se separa en circulacion dando lugar a otras formas. Por si no
esto fuese suficiente, tanto la troponina T como | pueden estar sometidas a modificaciones
postraduccionales tales como es la fosforilacion, la oxidacion o la protedlisis.

Si bien se ha comprobado que la isoforma T presenta cierta menor cardioespecificidad que la isoforma I,
existen principalmente tres motivos por los que la mayoria de laboratorios prefieren determinar la isoforma
TnThs (troponina T ultrasensible):

1) A diferencia de la troponina I, la troponina T se encuentra en circulacién principalmente en forma
libre y no formando complejos.

2) Actualmente solo existe un método de inmunoensayo para llevar a cabo la determinacion de
troponina T ultrasensible. Esto supone una ventaja, dado que, si existen diferentes
inmunoensayos, como ocurre en el caso de la troponina |, distintos anticuerpos van a reconocer
diferentes epitopos. Teniendo en cuenta la gran variedad de formas circulantes y modificaciones
estructurales que presenta la troponina |, resulta facil entender por qué cada casa comercial
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obtiene resultados de concentracion diferentes cuando se analiza la misma muestra. En este
sentido es clave la estandarizacion y normalizacién a nivel internacional.

3) Lavida media de la troponina T en circulacion es mayor (14 dias) que la de la troponina | (7 dias).
Esto, en principio, supone una ventaja a la hora de detectar infartos que hayan podido pasar
desapercibidos (si bien sera un inconveniente a la hora de detectar reinfartos).

Como sefialabamos anteriormente, la utilidad mas evidente de la troponina cardiaca ultrasensible consiste
en observar si un paciente en cuestion presenta niveles de troponina en sangre por encima del p99 de la
poblacién (punto de corte: 14 pg/mL), lo cual se define como patoldgico y es altamente sugestivo de infarto
agudo de miocardio.

Niveles que no superen el punto de corte pueden deberse a una ausencia de infarto de miocardio o0 a un
infarto de miocardio muy incipiente. Es por esto por lo que, con gran frecuencia, se hace seguimiento de
estos pacientes para observar si los niveles de troponina aumentan por encima del p99.

Si bien esta aproximacion al seguimiento es valida, hoy en dia lo mas correcto es hacer una monitorizacién
de estos pacientes mediante el uso de algoritmos diagndsticos basados en “delta check absoluto”, es decir,
determinar a partir de qué valor el calculo de la diferencia (delta) entre un valor actual y uno previo se
considera patolégico en términos absolutos. El uso de un “delta check relativo” (en porcentaje de cambio)
también es aplicable, si bien carece de utilidad en casos donde el valor de partida es cercano a cero, como
puede suceder en el caso de la troponina.
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Figura 2. Algoritmo diagndstico de IAMSEST 0/3h.

En la Figura 24 se representa el algoritmo diagnéstico para IAMSEST basado en la determinacion de
troponina cardiaca T ultrasensible a las 0 horas y a las 3 horas.

En el caso de que la primera medicién sea superior al limite superior de referencia (p99) se confirma la
patologia cardiaca, sobre todo si la presentacién clinica es muy caracteristica. Podemos repetir la
determinacion de troponina T a las 3 horas en caso de que necesitemos llevar a cabo un diagnostico
diferencial con otras patologias distintas al infarto agudo de miocardio que también cursan con elevacion
de troponina T.

En la situacion opuesta, en la que el paciente presente niveles de troponina inferiores al limite superior de
referencia (p99) en su primera determinacion, este algoritmo nos indica que, en funcién del grado de dolor
toracico llevemos a cabo una prueba de estrés o realicemos una segunda determinacion de troponina a las
3 horas.

En la Figura 34 se representa el algoritmo diagnéstico para IAMSEST basado en la determinacion de
troponinas cardiacas ultrasensibles T o | a las 0 horas y a las 1 horas. Se distinguen tres situaciones
posibles:

a) Descartar IAMSEST: Si la primera determinacion de troponina ultrasensible es inferior al valor A
(por ejemplo, 5 pg/mL para tecnologia Elecsys), se descarta directamente el IAMSEST. Ahora bien,
si el punto de partida es mayor que A y menor que B deberemos realizar una segunda



determinacion una hora después. Sdlo si el valor del delta check absoluto es menor que C
podremos descartar entonces el IAMSEST.

b) Confirmar IAMSEST: Si la primera determinacién de troponina ultrasensible es superior al valor D
(por ejemplo, 52 pg/mL para tecnologia Elecsys), se confirma directamente el IAMSEST. Ahora
bien, si el punto de partida es menor que D y mayor que A deberemos realizar una segunda
determinaciéon una hora después. Sélo si el valor del delta check absoluto es mayor que E
podremos confirmar entonces el IAMSEST.

c) En caso de no cumplir ninguno de los requisitos de confirmacién o descarte de IAMSEST, el
algoritmo nos indica que se debe observar la evolucién del paciente.
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Figura 3. Algoritmo diagndstico de IAMSEST 0/1h.

Las ventajas del delta check expresado en términos absolutos son numerosas. En primer lugar, permite
llevar a cabo el disefio de algoritmos de actuacion como los que acabamos de comentar, simplificando asi
el trabajo del personal de urgencias. Asimismo, dado que el delta check evalta Unicamente variaciones
intraindividuales, permite eliminar los errores derivados de la variacion interindividual, como pueden ser los
asociados a la edad o al sexo.

Es ampliamente conocido que la concentracion sanguinea de troponina es mas elevada en pacientes con
patologia renal’. Esto podria suponer un problema si Gnicamente estudiamos el p99 (en estos casos
aumentaria el nimero de falsos positivos), hecho que no sucede si evaluamos el delta check.

Por ultimo, y atendiendo a los requerimientos establecidos en la cuarta definicién universal de infarto de
miocardio, publicada en 2018, cabe destacar que no todo el dolor toracico es debido a patologia cardiaca,
asi como no todo dolor de origen cardiaco es debido a un infarto agudo de miocardio. La utilizacion del delta
check es extremadamente (til en este tipo de situaciones, ya que permite diferenciar patologias agudas,
como el dafio miocéardico no isquémico o el infarto agudo de miocardio, en las que el delta check sera
elevado; de patologias cronicas, como la enfermedad coronaria estable, la insuficiencia cardiaca cronica,
la diabetes o la hipertension pulmonar, en las que podemos partir de un nivel inicial superior al p99, pero
con un delta check proximo a cero, es decir, sin cambios evolutivos.

CK-MB y otros biomarcadores

Como se ha sugerido anteriormente en el texto, tanto la troponina I, como especialmente la troponina T,
permiten llevar a cabo el diagnostico de dafio miocardico que haya pasado desapercibido incluso dos
semanas después de ocurrido. Esto es debido a la liberacién bifasica de las troponinas, ya que la fraccién
libre de troponina libera de forma rapida y la fraccidn unida a tropomiosina lo hace de forma lenta y sostenida
en el tiempo (troponina |: 7 dias, troponina T: 14 dias). No obstante, esta concentracion elevada mantenida
en el tiempo limita la utilidad de las troponinas en el diagnostico de reinfartos. En estos casos todavia resulta
interesante llevar a cabo la determinacion de la isoenzima creatina quinasa CK-MB.

La creatina quinasa CK es una enzima dimérica encargada de generar ATP, Util para el muasculo estriado,
a partir de creatina-fosfato. Los mondmeros constituyentes de la enzima pueden ser de tipo M o B,
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existiendo asi tres tipos de isoenzimas: MM (presente principalmente en misculo esquelético), BB (presente
sobre todo en cerebro), y MB (cardioespecifica).

Ante un infarto de miocardio, esta proteina se libera a circulacién a las 4-8 horas y se mantiene elevada
durante 48 horas, lo cual le confiere gran utilidad en caso de sospecha de reinfartos, ya que, a los dos dias
del primer infarto, un paciente todavia puede presentar niveles elevados de troponina, pero los titulos de
CK-MB ya deben haber disminuido. Actualmente la determinacién de los niveles de CK-MB esta justificada
en tres situaciones:

a) Diagnoéstico de reinfartos de miocardio.
b) Diagnostico de infartos periprocedimiento.

c) Establecimiento temporal del momento exacto en que ocurrié un infarto, en conjunto con los niveles
de troponina ultrasensible.

Existen muchos otros biomarcadores que se han relacionado con el sindrome coronario agudo, pero que,
aunque podrian mejorar el diagnéstico de la enfermedad, todavia se encuentran en fase de investigacion.
Entre ellos, cabe destacar la copeptina, un péptido derivado de la hormona antidiurética en proporcion 1:1;
el CA125, relacionado con cancer de ovario, entre otros; la galectina-3, una lectina implicada en procesos
de remodelado y fibrosis; y el sST2, que permite identificar aquellos pacientes con mayor riesgo de muerte
sUbita.

Insuficiencia cardiaca

La insuficiencia cardiaca se define como un sindrome clinico debido a fallos estructurales o funcionales del
corazon o de los grandes vasos que impide el funcionamiento en la fase de llenado (insuficiencia cardiaca
diastélica) o de vaciamiento (insuficiencia cardiaca sistélica).

Se estima que en torno al 1-2% de la poblacién sufre esta patologia, cuya semiologia es muy inespecifica
(disnea, astenia, edema), y cuya etiologia es muy variada: disfuncién de las arterias coronarias, hipertension
arterial, enfermedad tiroidea, miocarditis, miocardiopatia hipertréfica, miocardiopatia infiltrativa, etc.

La dilatacion de las cdmaras y la hipertrofia del ventriculo izquierdo originan un aumento del estrés
hemodinamico, activando asi sistemas neurohormonales endégenos (adrenérgicos, sistema renina-
angiotensina-aldosterona, endotelina, vasopresina, citoquinas) que juegan un papel en el remodelado
cardiaco y en la progresién de la insuficiencia cardiaca mediante la retencion de sodio, la vasoconstriccion
periférica y la induccién de fibrosis cardiaca, efectos hemodinamicos que intentaran ser antagonizados por
los péptidos natriuréticos. Este sindrome constituye un riesgo vital, por lo que es importante un diagnéstico
precoz y la instauracion de un tratamiento especifico urgente.

El proceso diagnostico de la insuficiencia cardiaca se establece en base a la historia clinica (antecedentes
de enfermedad coronaria, hipertension arterial, ortopnea, exposicion a cardiotdxicos, etc.), a la exploracién
fisica (edemas, crepitantes, ingurgitacion yugular, soplo), al electrocardiograma, y a un analisis basico y
rutinario de sangre y de orina (hemograma, glucosa, perfil renal, hepatico y lipidico, hemoglobina
glucosilada, tirotropina, ferritina y saturacion de transferrina).

Si todo parece indicar que el paciente padece insuficiencia cardiaca se realizara une ecocardiografia para
confirmar el diagndstico; si, por el contrario, ninguno de los datos o resultados obtenidos sugiere
insuficiencia cardiaca, debemos descartar esta opcion y considerar otras patologias. La determinacion de
niveles de péptidos natriuréticos solo se realizara en casos en que el electrocardiograma y la exploracion
fisica no concuerden. En principio, nunca estara indicada si ya se ha realizado un ecocardiograma.

Péptidos natriuréticos

Los péptidos natriuréticos son un conjunto de moléculas secretadas por las células mioendocrinas,
localizadas en el miocardio, en respuesta a la distensién auricular y ventricular.

Su funcién consiste en antagonizar al sistema simpético y al sistema renina-angiotensina-aldosterona
mediante la natriuresis, la diuresis y la disminucion de la resistencia vascular periférica, en definitiva,
disminuir la presion arterial.

Los péptidos natriuréticos son unos péptidos de pequefio tamafio que presentan en su estructura un anillo,
gue posee la actividad biolégica. Existen varios tipos: el ANP, péptido natriurético auricular, secretado en la
auricula; el BNP, secretado en la auricula y sobre todo en el ventriculo; y el CNP, producido sobre todo por



células endoteliales y el sistema nervioso central. A diferencia del ANP y del BNP, el CNP no posee efectos
sistémicos, sino autocrinos y paracrinos.

El gen del BNP se localiza en el cromosoma 1 y codifica para una proteina de 134 aminoécidos, el pre-
proBNP. Esta molécula, tras ser escindida intracelularmente, da lugar a proBNP, que bien procesado
intracelularmente o en circulacién origina, en cantidades equimolares, NT-proBNP, que carece de actividad
biologica, y BNP, antagonista del sistema renina-angiotensina-aldosterona. A lo largo de este texto nos
centraremos en el BNP y en el NT-proBNP debido a que existen estudios que demuestran su superioridad
diagndstica frente al resto de péptidos natriuréticos.

Las guias clinicas de 2016 establecen nuevos valores de corte de NT-proBNP > 125 pg/mL y de BNP > 35
pg/mL como dos de las medidas objetivas para el diagndstico de insuficiencia cardiaca. No obstante, es
importante tener en cuenta una serie de consideraciones a la hora de interpretar las concentraciones de
péptidos natriuréticos, y que explican por qué la mayoria de los laboratorios prefiere utilizar el NT-proBNP
en lugar del BNP como marcador de insuficiencia cardiaca.

Los péptidos natriuréticos estdn sometidos a:

1) Variabilidad preanalitica: Ambos péptidos natriuréticos se ven afectados por los ritmos circadianos
y requieren que la extraccion de sangre se realice en posicion erguida, con minima aplicacion de
torniquete. Ahora bien, el NT-proBNP presenta una serie de ventajas como son su mayor
estabilidad de conservacion a diferentes temperaturas y su mayor vida media en plasma, muestra
utilizada preferentemente en urgencias. Asimismo, a diferencia del BNP, el NT-proBNP no se eleva
tras la realizacion de ejercicio fisico ni requiere de la utilizaciéon de anticoagulante EDTA.

2) Variabilidad analitica: Al igual que sucede con las troponinas cardiacas ultrasensibles, los
intervalos de referencia varian segun la poblacién de referencia y segun el método analitico
empleado.

Existen diferentes inmunoensayos que utilizan anticuerpos con afinidad por distintos epitopos. Esto
es importante debido a que tanto el BNP como el NT-proBNP sufren modificaciones
postraduccionales como la O-glucosilacion o la protedlisis.

3) Variabilidad postanalitica: Es necesario llevar a cabo una estratificacion de los intervalos de
referencia por rangos de edad, ya que se ha comprobado que los niveles de los péptidos
natriuréticos aumentan con la edad como consecuencia del deterioro renal. De igual manera, seria
necesario realizar una estratificacion por sexo e incluso por indice de masa corporal, ya que se ha
relacionado el incremento de masa corporal con una mayor supervivencia en pacientes con
insuficiencia cardiaca (“paradoja de la obesidad”).

Al igual que sucede con los marcadores de sindrome coronario, se dispone de estrategias multimarcador
todavia en proceso de investigacion. Cabe destacar las neurohormonas (catecolaminas, endotelina-1,
vasopresina), los biomarcadores de inflamacién (citoquinas, proteina C reactiva ultrasensible), los
marcadores de estrés oxidativo (acido urico, incluido en el indice de riesgo Seattle), y los biomarcadores de
remodelado (galectina-3).

En los ultimos afios ha cobrado especial interés el estudio de otro biomarcador de estrés mecanico, el MR-
proANP, un precursor del péptido natriurético auricular (ANP). Se trata de un fragmento intermedio, muy
estable en circulacion, que se correlaciona fuertemente con la actividad fisiolégica del ANP. Dado su
elevado potencial diagndstico, podria reemplazar al NT-proBNP en el futuro como biomarcador de eleccion
en el diagndstico de la insuficiencia cardiaca.
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1. Introduccion:

< 1.1. Estructura y funciones de |la mitocondria:

La mitocondria es un organulo rodeado por una doble membrana cuya principal funcién es producir la mayor
parte del ATP de la célula. Este ATP sera utilizado por la célula para una gran cantidad de acciones:
mantenimiento de los gradientes iénicos, transporte de moléculas, procesos anabdlicos.

Pueden distribuirse por todo el citoplasma de la célula o concentrarse en aquellas zonas que presentan una
mayor demanda energética como a lo largo de las miofibrillas responsables de la contraccion de las células
musculares. El nimero de mitocondrias es muy variable de unas células a otras. Estos organulos se originan
por division a partir de otra mitocondria preexistente y tras su deterioro funcional son destruidas en los
autofagosomas.

Las mitocondrias poseen dos membranas que delimitan dos compartimentos: la membrana mitocondrial
interna, que rodea un espacio denominado matriz mitocondrial y que presenta invaginaciones hacia el
interior y, por otro lado, la membrana mitocondrial externa que esta en contacto con el citoplasma. El espacio
que hay entre las dos membranas se denomina espacio intermembrana. Entre las proteinas de la
membrana mitocondrial externa se encuentran proteinas integrales de membrana denominadas porinas
gue forman en la membrana grandes a canales acuosos que permiten el paso de pequefias moléculas e
iones, enzimas implicadas en el metabolismo de los lipidos, proteinas de la familia Bcl que son clave en la
regulacion de la apoptosis.

Por su parte, la membrana mitocondrial interna presenta un gran porcentaje de proteinas (en torno a un
75%), carece de colesterol y es rica en difosfatidilglicerol o cardiolipina lo que la vuelve impermeable a la
mayoria de los iones y moléculas de pequefio tamafo. Entre las proteinas de la membrana interna
mitocondrial se encuentran todos los componentes de la cadena de transporte electrénico, la ATP-sintasa,
transportadores que regulan el paso de metabolitos hacia la matriz.

En la matriz mitocondrial tiene lugar la oxidacion del piruvato, el ciclo de Krebs, la $-oxidacién de los acidos
grasos, parte del ciclo de la urea, el catabolismo de la cadena de carbono de los aminoacidos.

La principal funcion de la mitocondria es producir ATP mediante fosforilacion oxidativa empleando para ello
el NADH y FADH2 generados en las diferentes reacciones del catabolismo. Sin embargo, la mitocondria
también interviene en otros procesos como la sintesis de hormonas esteroideas, concretamente, en el
interior de la mitocondria se produce la rotura de la cadena lateral del colesterol para producir pregnenolona,
precursor de multiples hormonas como el cortisol, testosterona o estradiol. En la mitocondria también tienen
lugar otras reacciones anabolicas como: sintesis del grupo hemo, la elongacion de los acidos grasos y su
desaturacion, la sintesis de algunos fosfolipidos. Por dltimo, este organulo también interviene en la
regulacion del calcio intracelular y en los fenédmenos relacionados con la apoptosis.

< 1.2. Enfermedades mitocondriales y nuevos biomarcadores:

Las enfermedades mitocondriales son enfermedades metabdlicas causadas por defectos genéticos que
originan una disminucion de la actividad de la cadena respiratoria.

Dado el caracter multisistémico de muchas de estas enfermedades, las manifestaciones clinicas suelen ser
graves y se asocian a una alta morbilidad y a muerte prematura. Actualmente, estas enfermedades no
tienen cura dado que no se ha encontrado ninguin farmaco que permita restaurar la actividad de la cadena
respiratoria. Por tanto, los tratamientos disponibles van encaminados a mitigar la sintomatologia asociada.
La identificacion de nuevos farmacos que permitan curar o mejorar la calidad de vida de los pacientes es
todo un reto sobre todo teniendo en cuenta que las enfermedades mitocondriales se encuentran dentro del
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grupo de enfermedades raras. Esto implica una gran dispersion de los pacientes en distintas zonas
geogréficas y una escasa inversion por parte de la industria farmacéutica.

Un biomarcador es aquella sustancia utilizada como indicador de un estado biolégico. Debe poder medirse
objetivamente y ser evaluado como un indicador de un proceso bioldgico normal, estado patogénico o de
respuesta a un tratamiento farmacoldgico. Recientemente, se ha comenzado a clasificar los biomarcadores
en dos grupos: “Biomarcadores relacionados con farmacos” que son aquellos que permiten evaluar la
respuesta ante un tratamiento y, por otro lado, “Biomarcadores relacionados con la enfermedad” que son
aquellos que permiten detectar la presencia de la patologia y/o establecer un prondstico.

Hasta ahora los biomarcadores de enfermedad mitocondrial se han utilizado como herramientas para
complementar el diagndstico o para seleccionar a aquellos pacientes candidatos a someterse a una prueba
mas invasiva. La principal dificultad para identificar nuevos biomarcadores de enfermedad mitocondrial se
debe a la gran heterogeneidad que presenta este grupo de enfermedades incluso aunque se consideren
pacientes con el mismo defecto genético.

2. Biomarcadores basados en metabolitos:

La principal caracteristica de las enfermedades mitocondriales es la deficiencia de la fosforilacion oxidativa
la caida de los niveles de ATP, lo que supone a su vez una alteracién del metabolismo fisioldgico.
Alteraciones en los niveles de lactato, piruvato, CK (creatin quinasa), aminoéacidos y carnitinas (Figura 1)
se han utilizado ampliamente en la clinica como biomarcadores de enfermedad mitocondrial. El principal
inconveniente de estos biomarcadores es su baja especificidad ya que en muchas enfermedades surge una
disfuncion mitocondrial secundaria y el emplear estos marcadores se obtendrian un elevado niumero de
falsos positivos.
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Figura 1. Biomarcadores basados en metabolitos: Esquema basico de las principales rutas
metabdlicas de la mitocondria. En rojo aparecen los metabolitos utilizados como biomarcadores de
enfermedad mitocondrial. Imagen obtenida de (Steele et al., 2017).
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< 2.1. El lactato como biomarcador de enfermedad mitocondrial:

El lactato es un &cido hidroxicarboxilico utilizado cominmente como marcador de isquemia. En humanos
el lactato se forma tras la reduccion del piruvato por la enzima lactato deshidrogenasa. El piruvato se puede
obtener a partir de la glicolisis o de la alanina gracias a una reaccion de transaminacion. En situaciones
aerdbicas, el piruvato se adentra en la mitocondria a través de los transportadores MPC1 y MPC2 y es
atacado por la enzima piruvato deshidrogenasa para formar NADH y acetil-CoA, este Ultimo se oxidara
completamente en el ciclo de Krebs produciendo NADH y FADH.. Estos cederan los electrones a la cadena
de transporte electrénico contribuyendo asi a la formacién del gradiente electroquimico de H* que se
utilizara en la fosforilacion oxidativa para producir ATP.



Cuando este metabolismo aerébico no esta disponible, bien por falta de oxigeno o por una alteracién en la
funcién mitocondrial, el piruvato obtenido en la glicolisis se reduce a lactato por la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) regenerando asi el NAD* necesario para que la glicolisis siga produciéndose. De
este modo se obtiene ATP, aunque el rendimiento es mucho menor que el del metabolismo aerébico.

La mayoria de las enfermedades mitocondriales cursan con un incremento de la relacién lactato/piruvato
en sangre periférica y/o liquido cefalorraquideo (LCR) como consecuencia de la alteracion del estado redox
de la célula. Sin embargo, el lactato también se puede ver alterado por las condiciones preanaliticas: un
incremento del tiempo desde la extraccion de la muestra hasta su procesamiento implica un incremento del
lactato, sobre todo si la muestra se encuentra a temperatura ambiente y sin centrifugar. Ademas, la medicion
del lactato debe tener en cuenta el estado de reposo o0 actividad del paciente antes de la extraccion, ya que
un ejercicio anaerébico incrementa los niveles de lactato en sangre de forma fisiologica.

Por otro lado, también existen otras patologias que cursan con niveles elevados de lactato sérico como es
el caso de las hepatopatias. Esto es debido al papel que desempeiia el higado en el ciclo de Cori, pues en
situaciones normales, el higado es capaz de captar el lactato sanguineo producido en otros tejidos (pero
fundamentalmente en el musculo) para convertirlo en piruvato el cual serd transformado a glucosa en el
proceso denominado gluconeogénesis. Ademas, no todas las patologias mitocondriales muestran este
marcador alterado y cuando se detectan marcadas elevaciones de los niveles de lactato, la enfermedad
suele estar ya en estadios avanzados.

Con respecto al LCR, un incremento de los niveles de lactato aparte de enfermedad mitocondrial también
puede indicar: infeccion, traumatismo, ictus... Por lo que todas estas situaciones deben descartarse antes
de establecer la sospecha de enfermedad mitocondrial.

Por tanto, aunque el lactato se ha utilizado tradicionalmente como marcador de disfuncién mitocondrial, no
presenta una gran sensibilidad en el diagndstico de estas patologias (sobre todo en estadios iniciales). La
especificidad del lactato como biomarcador de enfermedad mitocondrial también es baja dado que sus
concentraciones se pueden alterar ante diferentes patologias.

.

< 2.2. El glutatién como biomarcador de enfermedad mitocondrial:

El glutation ha sido propuesto como un nuevo biomarcador para el diagndstico de las enfermedades
mitocondriales. El glutation (L-y-glutamil-L-cisteinglicina) es el tiol mas abundante en el interior de las
células. En su forma reducida desempefia un papel clave en la defensa contra las especies reactivas de
oxigeno. La sintesis del glutation tiene lugar en el citosol y el 85-90% del total de glutation permanece en
esta localizacion. Sin embargo, el 10-15% restante se distribuye a otros organulos como a la mitocondria.
El glutation va a reaccionar con especies reactivas de oxigeno como el agua oxigenada cediéndole los
electrones de su grupo tiol de modo que el glutation se oxida y el agua oxigenada se reduce a agua. Sin
embargo, para que el glutation vuelva a ser funcional, necesita volverse a reducir y este proceso lo lleva a
cabo la glutatiéon reductasa y necesita para ello NADPH.

El estado redox de la célula se refleja en la relacion glutation oxidado/glutation reducido. La alteracién de la
cadena de transporte electronico que se produce durante las enfermedades mitocondriales origina un
descenso de los niveles de glutation reducido. Sin embargo, la relacion glutation oxidado/glutation reducido
también se incrementa en otras patologias como acidemias organicas, la ataxia de Friederich, la
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, ELA...

Un estudio realizado sobre 11 pacientes con sindrome de oftalmoplejia externa progresiva crénica (CPEO),
puso de manifiesto un descenso de los niveles de glutation reducido en plasma y en los eritrocitos cuando
se comparaba con controles sanos ajustados por edad. Por otro lado, en otro estudio se analizaron los
niveles de glutation reducido en 24 biopsias de musculo esquelético de pacientes con algun defecto en la
cadena de transporte electrénico y se observé que en el misculo de estos pacientes también se observaron
niveles mas reducidos de glutation que en los controles ajustados por edad. Ademas, este déficit de
glutation era mas marcado en aquellos pacientes que tenian afectados méas de un complejo de la cadena
de transporte electrénico. Por Ultimo, en otro trabajo se evaluaron los niveles de glutation reducido en
leucocitos de sangre periférica de pacientes con alguna enfermedad mitocondrial. Se detectaron bajos
niveles de glutation reducido en linfocitos, monocitos y neutréfilos con respecto a los controles.

El glutation reducido se puede determinar mediante HPLC y parece ser un marcador mas sensible que el
lactato para el diagnostico de enfermedades mitocondriales ya que sus niveles comienzan a alterarse de
forma mas temprana que el lactato, cuando la cadena de transporte electrénico mantiene cierta actividad
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gue permite sustentar el metabolismo aerébico, pero con ciertas alteraciones que se traducen en una mayor
produccién de especies reactivas de oxigeno las cuales van a ser neutralizadas por el glutation reducido.
Sin embargo, al igual que ocurria con el lactato, presenta poca especificidad y se ve alterado en multiples
patologias como aquellas que cursan con una disfuncién mitocondrial secundaria, con una sobreproduccion
de especies reactivas de oxigeno, con un descenso de compuestos antioxidantes o con cualquier patologia
gue impida la correcta sintesis de NADPH necesario para la regeneracion del glutation como por ejemplo
el déficit de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. Por (ltimo, el procesamiento de las muestras es mas
complejo que en el caso del lactato ya que si no se desea procesar las muestras cuando son recibidas, se
debe proceder a la desproteinizacién y derivatizacion de las mismas para evitar la oxidacion del glutation.

Al comparar el lactato y el glutatién se observa que este Ultimo no aporta grandes ventajas. El glutation es
algo mas sensible y se ve menos afectado por la actividad fisica del paciente previa a la extraccién, pero
su andlisis resulta mas complejo tanto por el pretratamiento al que se someten las muestras como por la
técnica en si, sobre todo si lo comparamos con la determinacion del lactato que es una técnica ya
estandarizada y muy comun en todos los laboratorios.

Aungue existe una fuerte investigacion en este campo y se estan utilizando nuevos enfoques para identificar
nuevos biomarcadores de enfermedad mitocondrial basados, por ejemplo, en perfiles de los lipidos
mitocondriales, hoy por hoy no existe ningin metabolito con la suficiente sensibilidad y especificidad para
ser considerado un buen biomarcador de enfermedad mitocondrial.

3. Biomarcadores basados en citoquinas:

En los ultimos 5 afios el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-21) y el factor de crecimiento y
diferenciacion 15 (GDF-15) han sido propuestos como dos prometedores biomarcadores de enfermedad
mitocondrial. Estos biomarcadores son mas sensibles y especificos que los que se han usado
tradicionalmente, pero todavia no se usan en la préactica clinica diaria.

% 3.1 FGF-21:

El FGF-21 es una citoquina involucrada en el metabolismo de los glicidos y los lipidos. En modelos
animales, la produccion hepética de FGF-21 se induce por la activacion de PPAR-alfa en situaciones de
ayuno, sin embargo, en humanos esto no esta tan claro y algunos autores afirman que el FGF-21 se induce
como un mecanismo de proteccion ante estrés metabdlico para inducir la expresion de proteinas implicadas
en las vias antioxidantes (como la glutation reductasa). FGF-21 se sintetiza fundamentalmente en el higado,
pero también se expresa en menor proporcion en los adipocitos, miocitos y en el pancreas.

Los niveles séricos de FGF-21 se elevan de forma sensible y especifica en las miopatias mitocondriales.
Ademas, cuanto menor es la actividad de la cadena de transporte electrénico mas altos son los niveles de
FGF-21. Sin embargo, también se han descrito niveles elevados de FGF-21 en otras patologias como el
cancer, la obesidad, la enfermedad renal, la diabetes y alteraciones hepaticas. No obstante, recientemente
se ha demostrado que los niveles séricos de FGF-21 se elevan de forma mas significativa en aquellos
trastornos que afectan a la correcta traduccién de los ARN sintetizados por la mitocondria encontrandose
niveles ligeramente elevados o normales cuando la alteracién de la cadena de transporte se debe a
mutaciones en alguna de las proteinas que constituyen los complejos de la cadena de transporte o
electrénico o que originan un ensamblaje defectuoso de dichos complejos. También se han descrito
elevaciones de los niveles de FGF-21 en aquellos pacientes con deplecion mitocondrial por mutaciones en
los genes nucleares implicados en el mantenimiento del genoma mitocondrial.

s 3.2. GDF-15:

El factor de crecimiento y diferenciacién 15, GDF-15 es una citoquina de la superfamilia del TGF-B y se
expresa fundamentalmente en la placenta, el rifién, el higado, el pulmén, el pancreas y la préstata.

Parece estar involucrado en la supresion de la inflamacién durante las etapas iniciales del embarazo.
Ademas, también se expresa en el plexo coroideo donde actlia como un potente factor neurotrofico para
las neuronas sensitivas y motoras. En humanos parece que se expresa gracias a la activacion del factor de
transcripcion 4 (ATF4) el cual es un gen de respuesta al estrés.

Los niveles séricos de GDF-15 constituyen un marcador sensible y especifico para el diagnéstico de las
enfermedades mitocondriales. Su determinacioén junto con la del FGF-21 mejora la capacidad diagnostica



de cada marcador por separado. FGF-21 es un mejor marcador de enfermedad mitocondrial cuando los
pacientes cursan con miopatia mientras que GDF-15 se puede utilizar como marcador independientemente
del fenotipo de los pacientes aunque se detectan niveles algo mas altos cuando existen manifestaciones
sistémicas.

Al igual que ocurre con FGF-21, los niveles de GDF-15 se elevan de forma mas significativa en pacientes
de enfermedad mitocondrial causada por alteraciones en la traduccién del ARNm mitocondrial o por
deplecién del ADN mitocondrial. Sin embargo, se detectan valores elevados de GDF-15 en otras patologias,
especialmente en la insuficiencia cardiaca y enfermedades hepaticas.

Sin embargo, tanto para FGF-21 como para GDF-15, son necesarios mas estudios que permitan evaluar
su relacion con la severidad de la enfermedad y con los farmacos utilizados actualmente como tratamiento
de estas patologias.

4. Biomarcadores obtenidos empleando técnicas de imagen:

Las técnicas de imagen cada vez se utilizan més para estudiar la progresién de las enfermedades
neuromusculares. La mayoria de los estudios que utilizan estas técnicas de imagen se han centrado en
pacientes con distrofias musculares o miopatia mitocondriales, sin embargo, estas patologias comparten
caracteristicas comunes con las enfermedades mitocondriales, y surge por tanto la posibilidad de utilizar
estas técnicas para el diagnoéstico y el seguimiento de estas patologias. Para estudiar estas enfermedades
se puede recurrir a técnicas que aportan informacion estructural como el TAC o la RMN o a otras técnicas
capaces de proporcionar informacion funcional como el PET. Estas técnicas constituyen unas herramientas
diagnosticas no invasivas que ademas proporcionan datos cuantitativos obtenidos de una gran cantidad de
tejidos, por lo que se han convertido en herramientas muy atractivas para el diagndstico y el seguimiento
de distintas patologias.

La resonancia magnética cerebral es una técnica de imagen que proporciona una informacién muy util en
las enfermedades mitocondriales con afectacién encefélica. Esta técnica permite detectar atrofia cerebral o
cerebelosa, leucoencefalopatias y episodios cerebrovasculares o similares. Sin embargo, estos hallazgos
son muy variables y poco especificos de modo que, aunque aportan una informacion relevante desde el
punto de vista clinico, no son buenos marcadores de enfermedad mitocondrial. Por otro lado, la informacién
obtenida en RMN del musculo extraocular en individuos con oftalmoplejia externa progresiva cronica
correlaciona bastante bien con la restriccion del movimiento ocular y proporciona una medida cuantitativa
de la gravedad de la enfermedad. Gracias a estas técnicas se han podido identificar incluso anomalias
cardiacas estructurales en pacientes con la mutacién m.3243A>G.

.

% 4.1. Espectroscopia de resonancia magnética:

0

La espectroscopia de resonancia magnética es una técnica de imagen funcional que permite cuantificar las
concentraciones de ciertos metabolitos como el lactato, la colina, el N-acetil aspartato o incluso la proporcion
de metabolitos fosforados. Una forma eficaz de evaluar la sintesis de ATP en el mulsculo consiste en
determinar mediante esta técnica el tiempo que tarda el misculo en recuperar los niveles de fosfocreatina
tras realizar un determinado ejercicio.

La aplicacion de esta técnica sobre el cerebro de pacientes de enfermedad mitocondrial ha permitido
detectar niveles elevados de lactato, pero apenas se ha estudiado la variacion de estos niveles con la
progresion de la enfermedad o con el uso de ciertos farmacos. Estudios recientes han permitido identificar
diferentes patrones entre controles, pacientes con MELAS e individuos presintomaticos que finalmente
acabaron desarrollando MELAS. Incluso, algunos autores mantienen que los niveles de lactato y colina de
determinadas areas del cerebro podrian usarse como biomarcadores para predecir el riesgo de desarrollar
un fenotipo compatible con MELAS en pacientes portadores.

< 4.2. Tomografia de emisién de positrones:

A diferencia de la espectroscopia de resonancia magnética que determina los niveles tisulares de ciertos
metabolitos, la tomografia de emision de positrones mide el flujo metabdlico permitiendo asi el estudio del
metabolismo tisular. Para el estudio de las enfermedades mitocondriales uno de los metabolitos marcados
mas utilizados es la fluorodesoxiglucosa.
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Los datos obtenidos a partir del PET han identificado una gran variedad de anomalias metabdlicas en
pacientes con enfermedad mitocondrial. Los pacientes con MELAS han sido los méas estudiados y en el
cerebro de estos pacientes se observa un consumo de glucosa reducido en el area occipital y parietal. Estos
hallazgos se han identificado también en pacientes de otras enfermedades mitocondriales a pesar de que
no presentaban sintomas neurol6gicos.

Sin embargo, todavia son necesarios mas estudios antes de utilizar esta técnica como marcador de
enfermedad mitocondrial. Ademas, hay que tener presente que el uso de isotopos radiactivos es una
limitacion de la técnica que impide que se use de forma indiscriminada en todos los pacientes.

< 4.3. Otros biomarcadores obtenidos empleando técnicas de imagen:

Aunque la RMN es una técnica de imagen que ofrece fundamentalmente informacion estructural,
recientemente ha surgido una variante que permite estudiar los procesos hemodinamicos cerebrales,
concretamente mide el OEF o factor de extraccion de oxigeno que cuantifica la relacion existente entre el
suministro y el consumo de oxigeno. El OEF se presenta como un marcador con una gran uniformidad en
las distintas areas cerebrales y con poca variedad interindividual.

Dado que en los pacientes con MELAS ya se han descrito menores tasas de consumo de glucosa, se ha
propuesto estudiar el OEF y los ultimos estudios confirman un menor consumo de oxigeno en las mismas
zonas del cerebro en las que se detecta un menor consumo de glucosa lo que permite confirmar una menor
tasa metabdlica en estas zonas.

Esta nueva metodologia también permite determinar el OEF en misculo y aunque de momento solo se han
realizado estudios sobre individuos sanos, seria muy interesante aplicar esta tecnologia a pacientes de
enfermedad mitocondrial ya que es esperable que estos pacientes presenten un OEF menor que los
controles sanos.

Otra variante de la RMN es la que incorpora la tecnologia de polarizacién nuclear dindmica. A diferencia del
PET y de la espectroscopia de resonancia magnética esta hueva metodologia es méas sensible y permite
detectar metabolitos que se encuentran a bajas concentraciones en los tejidos como las especies reactivas
de oxigeno. Sin embargo, los pocos estudios existentes en la actualidad se han centrado en la via glicolitica
de forma general y en el piruvato en particular y todos se han realizado sobre individuos sanos.

Por Ultimo, también se estan investigando nuevos compuestos marcados que mediante PET permitan
determinar in vivo la actividad de los complejos de la cadena respiratoria.

5. Otros biomarcadores en estudio:

Recientemente, se han descrito pequefias moléculas sefializadoras que son capaces de cuantificar la
funcién mitocondrial a través de la medicién de ciertos metabolitos y especies reactivas de oxigeno. Esta
tecnologia se basa en administrar por via sanguinea dichas moléculas que se acumulan en las
mitocondrias, reaccionan con el compuesto de interés y se convierten en marcadores directamente
relacionados con la cantidad de sustrato inicial. Sin embargo, esta tecnologia se encuentra en fase de
experimentacion animal y por ahora es necesario sacrificar al animal para cuantificar de forma correcta el
marcador, aunque se estan estudiando sondas que al reaccionar produzcan marcadores capaces de
eliminarse en orina.

La respirometria cutanea es una técnica capaz de medir de forma objetiva el funcionamiento de la cadena
de transporte electrénico in vivo, de forma no invasiva y sin utilizar técnicas de imagen. Esta técnica utiliza
un dispositivo que se coloca sobre la piel que cubre el esterndn y que es capaz de medir el consumo de
oxigeno mitocondrial. Esto lo hace aprovechando las distintas propiedades opticas de la protoporfirina IX,
un precursor del grupo hemo sintetizado en el interior de la mitocondria, cuando se encuentra libre o unida
al oxigeno. Sin embargo, por el momento, esta tecnologia solo se ha probado en individuos sanos.

6. Conclusiones:

< Todas las enfermedades mitocondriales cursan con un déficit de ATP, sin embargo, este grupo de
patologias es muy heterogéneo lo que complica la identificacion de nuevos biomarcadores.



Aunque en los dltimos afios han surgido biomarcadores séricos y otros basados en técnicas de
imagen que permiten detectar un descenso en la actividad de la cadena de transporte electrénico,
la sensibilidad y especificidad de estos biomarcadores no es muy alta.

Actualmente, el FGF-21 y GDF-15 son los dos biomarcadores de enfermedad mitocondrial mas
prometedores tanto por la facilidad de su medicién, como por su sensibilidad y especificidad, aunque
todavia son necesarios mas estudios que permitan correlacionar estos marcadores con la progresion
de la enfermedad.

Probablemente no exista ningtin biomarcador ideal de enfermedad mitocondrial sino que tal vez sea
necesaria una combinacién de varios para lograr una sensibilidad y especificidad adecuada en el
diagndstico de las enfermedades mitocondriales.
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INTRODUCCION

El mieloma mudltiple (MM) se define como un desorden neoplasico que cursa con una proliferacion clonal
de células plasmaticas malignas en el interior de la médula 6sea que producen una elevada concentracién
de una inmunoglobulina monoclonal, conocida como componente monoclonal (CM) o paraproteina. Esta
inmunoglobulina puede ser IgG, IgA, IgM, IgD o IgE en funcién de su cadena pesada, y kappa o lambda en
funcion de la cadena ligera.

El mieloma Multiple supone el 1-2% de todos los canceres y alrededor del 10% de las enfermedades
hematolégicas malignas, siendo la segunda causa mas comun después del Linfoma no Hodking.

Es una enfermedad de debut tardio, con una edad media de apariciéon en torno a la sexta década de vida,
y s6lo un 15 % y un 2% se diagnostica antes de los 50 y de los 40 afios, respectivamente. Su incidencia es
ligeramente superior en hombres y en poblacion de raza negra, y el riesgo de desarrollo de la enfermedad
aumenta en personas con un familiar afecto en primer grado.

Es una enfermedad incurable pero si tratable, por lo que el diagnéstico precoz es clave: el diagnéstico en
estadios tempranos permite mejorar la supervivencia de los pacientes y disminuir la aparicion de
complicaciones secundarias.

ETIOLOGIA Y PATOGENESIS

A dia de hoy se desconocen las causas que originan la aparicion del mieloma mudltiple, aunque si se han
descrito factores de riesgo de aparicion relacionados con la edad avanzada, predisposicion genética y
presencia de gammapatia monoclonal previa.

En muchos casos viene precedido de un estado premaligno asintomatico denominado Gammapatia
monoclonal de significado incierto (GMSI), presente en el 3-4% de la poblacion por encima de los 50 afios,
y que se debe a un primer cimulo de alteraciones genéticas, que requiere de procesos oncogénicos
adicionales para progresar a Mieloma Mdltiple. La evolucién de GMSI es variable: puede permanecer
estable durante afios y no progresar, o bien puede progresar a Mieloma Mdltiple. El riesgo de progresion
de GMSI a mieloma multiple es de 0.5-1% anual, pero varia en funcion de la concentracion de paraproteina,
el tipo, el ratio de cadenas ligeras libres, el porcentaje de células plasmaticas en médula ésea (MO) y la
proporcion de células de fenotipo maligno, y la presencia o no de inmunoparesia.

Existe otro estadio intermedio entre MGSI y MM denominado Mieloma Mdltiple Quiescente (MMQ) en el
gue el riesgo de progresion a malignidad en 5 afios tras el diagnéstico es mucho mayor, alrededor de 10%
anual.

Desarrollo secuencial de alteraciones oncogénicas en el desarrollo de la enfermedad

Las primeras alteraciones oncogénicas se presentan en la gammapatia monoclonal de significado incierto
y afectan a dos vias patogénicas:

e Via hiperploide: Se asocia con multiples trisomias de los cromosomas impares y menor incidencia
de monosomia 13/13g-.

e Via no hiperdiploide: Se asocia con translocaciones primarias en la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IGH) y translocaciones de la cadena ligera, con una alta incidencia de monosomia
13/13q-.

Otras anomalias, translocaciones secundarias de IgH y cambios epigenéticos pueden aparecer en cualquier
estadio. Las alteraciones oncogénicas tardias se producen cuando el clon tumoral se vuelve mas agresivo,
y entre ellas figuran el aumento de la expresion de c-MYC o deleciones de P53.
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FISIOPATOLOGIA

La fisiopatologia del mieloma es compleja. La mayoria de los pacientes con mieloma mdltiple presentan
sintomatologia derivada de la proliferacion de células plasmaticas, su infiltracién e interaccion con el
microambiente celular, y del exceso de paraproteina secretada.

La sintomatologia clasica se conoce por las siglas CRAB (calcium, renal, anemia, bone):

e Anemia: Anemia normocitica y normocrémica, relacionada con el desplazamiento en médula 6sea o
el dafio renal.

e Dolor 6seo: Aparece principalmente en espalda y pecho, y menos frecuentemente en las
extremidades. Normalmente es inducido por el movimiento y no ocurre durante la noche excepto con
los cambios de posicién. El dolor se debe a la presencia de lesiones 6seas de caracter litico,
causadas un desequilibrio en la funcion de los osteoblastos y los osteoclastos.

e Dafio renal: La concentracion sérica de creatinina esta aumentada casi en la mitad de los pacientes.
Las dos causas principales de insuficiencia renal en el mieloma mdltiple son la nefropatia por
depdsito de cadenas ligeras (también llamado mieloma de rifidn) y la hipercalcemia. Otras
gammapatias cursan también con dafio renal, como la amiloidosis de cadenas ligeras o la
enfermedad por depésito de cadenas ligeras.

e Hipercalcemia: La osteolisis provoca la movilizacién de calcio dseo y la consiguiente hipercalcemia
aguda o crénica.

Otros sintomas que pueden aparecen incluyen: Desérdenes neuroldgicos consecuencia de la compresion
medular o de raices nerviosas, infecciones bacterianas de repeticién (sobre todo por Streptococcus
pneumoniae y organismos Gram- negativos), alteraciones hemorragicas mucocutaneas resultado de
presencia de trombocitopenia y sindrome de hiperviscosidad.

FORMAS CLINICAS ESPECIALES

En algunos casos el mieloma no se presenta en la forma habitual, y la estrategia de seguimiento y
tratamiento es diferente. Se diferencian las siguientes formas:

Mieloma no secretor: Carece de componente monoclonal detectable. Puede ser no productor (células
plasmaticas negativas para inmunoglobulina citoplasmatica) o no secretor (células plasméaticas positivas
para inmunoglobulina citoplasmatica).

Plasmocitoma 6seo solitario: Proliferacion de células plasméticas localizada en una region dsea, sin
infiltracion de MO. La supervivencia suele ser larga, pero un porcentaje de los casos evoluciona a MM.

Plasmocitoma extramedular: Proliferacién de células plasmaticas fuera del sistema 6seo, generalmente en
el aparato gastroduodenal o respiratorio.

Leucemia de células plasmaticas: Tiene una incidencia del 2% de los MM. Puede aparecer como parte del
cuadro inicial del MM o en la fase terminal. En el 90% de los casos aparece asociado a una monosomia del
cromosoma 13, y presenta mal prondstico, con un curso clinico muy agresivo.

Mieloma osteosclerético (POEMS): Se caracteriza por Polineuropatia, Organomegalia, Endocrinopatia, pico
Monoclonal y cambios cutaneos o skin. Rara vez evoluciona a MM.

PRUEBAS DIAGNOSTICAS

< Pruebas de laboratorio

. Hemograma, examen de frotis de sangre periférica y bioquimica sérica (creatinina, urea, calcio,
fésforo, proteinas totales, albumina, 2 microglobulina sérica, LDH y PCR): permiten evaluar el
estado general del paciente y determinar el estadio de la enfermedad.

o Estudio de proteinas:

La presencia de Componente monoclonal en suero u orina es uno de los principales criterios para el
diagndstico de Mieloma Multiple. El 97% de los pacientes presentan un CM que puede ser detectado, pero
hay un pequefio porcentaje de pacientes en los que no se detecta en suero ni en orina en el momento del



diagndstico (MM no secretor). En algunos casos el CM es detectable aunque minimo, y estamos ante un
Mieloma Mdiltiple oligosecretor.

En los MM secretores, casi el 80% secretan inmunoglobulina completa (isotipo IgG en la mayoria de los
casos), mientras que un 15% de los MM se caracterizan por secretar Unicamente cadenas ligeras libres en
orina (MM de Bence Jones o de cadenas ligeras).

>

En

En

Suero:

Deteccion y cuantificacion del componente monoclonal (CM) mediante electroforesis (EF),
gue permite separar las proteinas en funcién de su migracion diferencial al ser sometidas a
un campo eléctrico. Tras la separacion se visualizan las diferentes fracciones proteicas
(albdmina, al-globulina, a2-globulina, B-globulinas y y-globulinas; la fraccion de las B-
globulinas puede visualizarse como dos fracciones, B1-globulina y f2-globulina en funcién
del método empleado). La cuantificacién del CM se calcula en base al porcentaje de cada
fraccion del perfil electroforético respecto a la concentracién de proteinas totales medida
por un método espectrofotométrico.

Identificacion del componente monoclonal y tipificacion, preferentemente mediante
Inmunofijacion (IF). Pueden aparecer bandas monoclonales debidas a la polimerizacién de
la paraproteina o al tratamiento con anticuerpos monoclonales, que deben tenerse en
cuenta en la interpretacion de los resultados. Hay que destacar también la posible aparicién
de un componente biclonal o del cambio de isotipo de la paraproteina tras el tratamiento
farmacoldgico o trasplante de células hematopoyéticas.

Cuantificacion de Cadenas Ligeras Libres (FLC): determinacion de la concentracion de
FLC-Kappa, FLC-Lambda y ratio FLCk/FLCI. La cuantificacion debe realizarse siempre, y
resulta especialmente atil en aquellas situaciones en las que la proteina monoclonal
sintetizada tiene una concentracion muy baja, ej.: en casos de MM no secretor y
oligosecretor, y en MM de cadenas ligeras o Bence Jones.

orinade 24 h:

Cuantificacién del componente monoclonal (CM) mediante electroforesis, previa medida de
proteinas urinarias. Si la filtracién de cadenas ligeras es muy elevada, la capacidad de
reabsorcion y catabolismo de los tdbulos renales se supera, y las cadenas aparecen en
orina.

Confirmacion de la monoclonalidad del componente vy tipificacion, mediante Inmunofijacion
(IF), utilizando anticuerpos frente a kappa y frente a lambda.

En el documento de consenso “Recomendaciones para el estudio de las gammapatias monoclonales”
(2009), se establece una propuesta de seguimiento analitico:
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Figura 1. Propuesta de seguimiento analitico de los componentes monoclonales.
La periodicidad del seguimiento es variable: GMSI de alto riesgo 6 meses, GMSI de bajo riesgo 12 meses,
MMQ de alto riesgo 3 meses, MMQ de bajo riesgo 6 meses y MM en tratamiento 1 mes.
Tomado de Martinez-Bra C, 2009.

< Pruebas de imagen

Permiten la evaluacion de las lesiones liticas. Los métodos de imagen incluyen la tomografia computarizada
(TAC), PET-TAC y Resonancia magnética (RMN), que presentan mayor sensibilidad que la radiologia
convencional (RX).

Las lesiones 6seas son en general multifocales y ocurren con mayor frecuencia en el esqueleto axial. El
rasgo caracteristico de las lesiones es un aspecto litico en “sacabocado”, aunque pueden presentarse como
destrucciones parciales o insuflaciones.

< Estudio de médula 6sea (MO)

e Contaje de células plasmaticas en MO y determinacién del inmunofenctipo: la citometria de
flujo y los estudios de reordenamiento son los més utilizados para establecer la clonalidad
fenotipica.

e Estudio citogenético: permite evaluar el pronostico del mieloma y el tratamiento a utilizar. Se
utilizan técnicas de cariotipado convencional y FISH para la deteccion de hiperploidias y
marcadores de alto riesgo citogenético. Las anomalias mas frecuentes son las
translocaciones del cromosoma 14 (t(4;14), t(14;16)), la delecion o ganancia del cromosoma
1 (del 1p/ganancia 1q) y la delecion de p53 (del(17p)).

CRITERIOS DIAGNOSTICOS

En 2003 el International Myeloma Working Group definié los criterios diagnésticos que permitian clasificar
los tres estadios del Mieloma. Se definia el Mieloma Mdiltiple por la presencia de dafio organico, atribuido
al proceso de proliferaciéon clonal (CRAB). En 2014 se revisaron los criterios diagnosticos, y se afiadieron



tres criterios diagndsticos que podian ser usados para el diagnéstico de Mieloma Mdltiple en pacientes sin
sintomatologia clinica (mieloma precoz).

Gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI)

Se requieren 3 de los siguientes supuestos

Mayor Riesgo Progresion si
e Componente monoclonal (CM) en suero <3g/dl o [CM]>1.5 g/dI

e Células plasmaticas (CP) medulares <10% o Isotipo no IgG

¢ No evidencia de dafio organico relacionado con el mieloma e Ratio FLC anormal

Mieloma multiple asintomatico o quiescente

Se deben cumplir estos 2 criterios

e CM (s) (IgG o IgA)= 3g/dl y/o CM (o) 2500 mg en 24 h y/o CP en MO entre 10-60%

¢ Ausencia de signos CRAB o de amiloidosis

Mieloma Multiple

¢ CP clonales en MO>=10% o biopsia confirmatoria de plasmocitoma éseo o extramedular y uno o varios
de los siguientes eventos:

A) Evidencia de dafio organico atribuible al desorden de proliferacion de células plasméticas
B) Cualquiera de los siguientes biomarcadores de malignidad:

e Clonal CP en MO >=60%

¢ Ratio de cadenas ligeras implicadas/no implicadas>=100

¢ Presencia de mas de 1 lesion focal en resonancia magnética

Tabla 1. Criterios diagndsticos de Mieloma Mdltiple. International Myeloma Working Group (2014)

ESTADIAJE

Permite establecer el prondstico de los pacientes, identificar grupos de riesgo y optimizar los tratamientos.
Esta basado en la carga de masa tumoral y en factores del paciente.

El primer sistema de estadiaje que se adopto fue el Sistema de Estadiaje de Durie y Salmon (DS, 1975),
basado en la localizacion y extension del mieloma, y que predecia la carga tumoral de los pacientes en
base a: la concentracion y tipo de proteina monoclonal, concentracién de hemoglobina, concentracion de
calcio y el nUmero de lesiones Gseas. Se utilizaba ademas el valor de creatinina para distinguir grupos de
riesgo dentro de cada estadio. Este sistema utilizaba Unicamente la carga tumoral como factor prondéstico,
sin tener en cuenta la variabilidad bioldgica de la enfermedad, y no era objetivo al depender del observador
que determinase las lesiones liticas.

Con posterioridad, se propusieron otros parametros como factores pronosticos, y en 2005 apareci6 el
Sistema Internacional de Estadiaje (ISS), que proponia la utilizacion de la beta2-microglobulina y la
albumina para clasificar a los pacientes segin tasas de supervivencia.

En 2015 se publicé una revisién del Sistema Internacional de Estadiaje (ISS-R) en el que se incorporaban
datos de citogenética y niveles de LDH.

Los criterios de estadiaje de los tres sistemas quedan recogidos en la tabla siguiente:
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ISS ISS-R
Criterios I1SS-I
. B2-microglobulina < 3.5mg/l '
Estadio | Estadio | Riesgo citogenético estandar
Albumina sérica = 3.5 g/dI
LDH en rango de normalidad
Estadio Il No cumple criterios ISS-I ni Estadio Il No cumple criterios ISS-R-1 ni ISS-R-I
ISS-11
ISS-11I
Riesgo citogenético alto o LDH elevada
Estadio Il B2-microglobulin = 5.5mg/l Estadio Il Alto riesgo citogenético
del (17p) y/o t(4;14) y/o t(14;16)
DS
Hb (g/dl) Ca (mg/dl) | Rx CM
Estadio | .
Bajo CM
Cumple
(Cump IgG < 5g/d
todos  los | 5 1q N o< 10.5 | Normal o Plasmocitoma solitario
criterios) IgA < 3 g/di
BJ < 4g/24h
Estadio Il No cumple criterios Estadio-I ni Estadio-llI
Hb (g/dl) Ca (mg/dl) | Rx CM
Estadio IlI Alto CM
(C}Jmple lo Lesiones liticas avanzadas (en | 4G > 7 g/d|
mas <85 >12 mas de 3 regiones o fractura
criterios) patolégica no vertebral) IgA > 5 g/dI
BJ>12g/24 h

Tabla 2. Criterios de estadiaje de los tres sistemas.

TRATAMIENTO

Las guias clinicas recomiendan que los Unicos pacientes que deben recibir tratamiento son aquellos con
Mieloma Multiple sintomético, puesto que los pacientes con GMSI o MM quiescente pueden permanecer
estables durante afios sin requerir tratamiento. Los pacientes con MM quiescente con criterios de alto riesgo
de progresion pueden ser candidatos a tratamiento, pero Unicamente en el contexto de un ensayo clinico.

Actualmente se dispone de los siguientes grupos terapéuticos para el tratamiento del MM, ademas del
trasplante autologo o alogénico: corticosteroides, quimioterapia con agentes alquilantes o antraciclinas,
inmunomoduladores, anticuerpos monoclonales, inhibidores del proteosoma e inhibidores de la histona
deacetilasa.

El tratamiento de primera linea para el Mieloma Mdltiple tiene dos abordajes:

1. Candidatos a trasplante autélogo con sangre periférica (TASPE): pacientes < 65-70 afios sin
comorbilidades.




e Induccidn: quimioterapia a altas dosis para reducir la carga tumoral. Se recomienda una terapia
triple que combine un inhibidor de proteasoma, un inmunomodulador y dexametasona (Por
ejemplo, un esquema VTD o VRD).

e Trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos (TASPE) con acondicionamiento con
melfalan.

e Mantenimiento: esquema de quimioterapia a dosis bajas, de tiempo variable.

2. No candidatos a trasplante autélogo: pacientes > 65-70 afios o con situaciones de comorbilidad que
impiden la realizacion de un trasplante.

e Induccién: Esquema mas utilizado es el VMP o VISTA. Se puede incorporar un anticuerpo
monoclonal en combinaciéon como el daratumumab.

e Mantenimiento.

Ademas del tratamiento de la enfermedad, es necesario un tratamiento de soporte dirigido a controlar el
dolor, reducir las complicaciones y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

RESPUESTA AL TRATAMIENTO

El Mieloma Mdltiple es una enfermedad tratable, pero no incurable, debido a que la mayoria de los pacientes
presentan episodios de recaida o progresion de la enfermedad a lo largo de su evolucién. Sélo una fraccion
de pacientes obtiene respuestas muy duraderas, con una supervivencia libre de progresion prolongada.

Tras el tratamiento inicial, se consigue reducir la presencia del componente monoclonal y se alcanza un
periodo de remision de la enfermedad con mejoria clinica conocido como fase de meseta. El tiempo que se
tarda en alcanzar es variable, y oscila desde 3 a 6 meses (respuesta rapida) hasta 12 a 18 meses (respuesta
lenta).

Para clasificar la respuesta al tratamiento se recomiendan los criterios de respuesta del IMWG (International
Myeloma Working Group), que define las siguientes categorias de respuesta: respuesta completa estricta,
respuesta completa, muy buena respuesta parcial, respuesta parcial, respuesta minima y enfermedad
estable.

La duracién de la fase de meseta es también variable, y depende de la existencia o no de células tumorales
no detectadas con la metodologia convencional (enfermedad minima residual). Si estas células comienzan
a proliferar, y en funcion de lo buena que fuese la respuesta al tratamiento anterior, se habla de enfermedad
en progresién o enfermedad en recaida. Tras cada recaida el paciente se vuelve menos sensible al
tratamiento de rescate, y la enfermedad se hace refractaria.
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Figura 2. Fases de la enfermedad. Adaptado de B.G.M. Durie, 2017.

El prondstico de las recaidas depende de varios factores, entre ellos el perfil citogenético al diagnéstico y
en la recaida, el tiempo a la progresion desde la respuesta inicial o desde la respuesta anterior en caso de
multiples episodios, y la historia terapéutica previa. Se utilizan diferentes lineas terapéuticas aprobadas en
el tratamiento de las recaidas, y en Ultima instancia, se plantea la inclusion de los pacientes en ensayos
clinicos (destacar la inmunoterapia con células CART, con resultados muy prometedores).
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NOCIONES BASICAS DE SALUD PUBLICA
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INTRODUCCION

Pensar que la salud es primariamente producto de la medicina en lugar de la
consecuencia de habitos de vida y entornos saludables es una creencia poco realista

Dr John Abramson. Profesor Harvard medical School

Antes de nada me gustaria agradecer a la escuela ICNS la gran formacion que imparte, sin la cual jamés
habria escrito este articulo acerca de salud publica, un tema que como sanitarios deberia de ser obligatorio
gue conociésemos.

Comenzamos el tema intentando definir lo que es la salud publica.

Como sus propias palabras indican, es la disciplina que se encarga de proteger la salud del conjunto de la
poblacion a través de medidas multidisciplinares, integrando estudios de ciencias bioldgicas,
socioecondémicas, psicoldgicas, educacion, medicina, etc.

Y es que, aunque tendria que ser la asignatura troncal de cualquier profesional que curse estudios
universitarios relacionados con la salud, son pocas las universidades que lo abordan, y si lo hacen es a
través de asignaturas optativas o de libre configuracion.

En el articulo de hoy vamos a formarnos acerca de los factores mas importantes a la hora de mejorar de
verdad la salud de las personas.

MODELO BIOPSICOSOCIAL VS BIOMEDICO

La OMS define la salud como el completo bienestar fisico, psicoldgico y social de las personas. Esto se
conoce como modelo biopsicosocial de la salud (1).

Por otro lado, tenemos la definicion de salud como ausencia de enfermedad (modelo biomédico y
guimiobioldgico).

Aunque la definicion de la OMS lleva ya medio siglo vigente, la realidad es que en los sistemas de salud de
los diferentes paises

La salud esta fuertemente influenciada por el entorno de las personas, de forma que no son solo el resultado
de decisiones individuales (agencia) sino que estan determinadas por el tipo de sociedad, cultura o
economia (estructura).

Aunque no es facil cuantificarlo, se estima que el 80% de la esperanza de vida alcanzada en el siglo XX se
debe a mejoras ambientales y socioeconémicas, especialmente en el suministro y depuracion del agua, la
mejor construccion de las viviendas, el mantenimiento de ciudades limpias, mejora en la economia, el
trabajo, etc.
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Imagen 1. Obtenida de https://pixabay.com.

La medicina ha contribuido mucho, aportando entre un 10-20%. El problema es que la mayoria de nosotros
atribuimos casi el 100% de la mejora en esta esperanza de vida a la misma (2) (3)(4).
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Imagen 2. Obtenida de "Master Coaching Nutricional y Sanitario” Escuela ICNS. Universidad Catdlica de
Murcia. Tema 6: Salud Pudblica.

Analizando datos del pais con mayor gasto per céapita en el sistema de salud médico, Estados Unidos,
vemos gue mayor gasto no correlaciona con mayor esperanza de vida. Podria pensarse que esto es debido
a las desigualdades sociales y seguros privados que existen en Estados Unidos que beneficiarian a las

clases altas y perjudicarian a las clases pobres, pero igualmente salen perdiendo tras la comparacion con
sus equivalentes europeos (5).
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Otra revision de la Chorane (6) muestra que a mayor oferta de servicios médicos no registran mejores
estadisticas de salud, si no similares, o incluso peores (7). Posiblemente la explicacion sea el coste de
oportunidad. En el caso de EE.UU., se invierte muy poco en servicios sociales respecto a la inversion
realizada en sanidad.

La salud de la sociedad esta principalmente determinada por factores asociados a los estilos de vida y el
entorno (sedentarismos, alimentacién, tabaquismo, alcohol, polucién, capacidad econémica, nivel
educativo, etc) (8) .

Tobacco (400000 deaths)

Diet and activity patterns (300 000)
alcohol (100 000)
microbial agents (90 000)
toxic agents (60 000)
firearms (35 000)
sexual behavior (30 000)
motor vehicles (25 000)

Imagen 4. Muertes anuales en EE.UU. por diferentes causas. Adaptado de Mokdad AH, Marks JS, Stroup
DF, Gerberding JL. Actual Causes of Death in the United States, 2000.

Muchos de ellos dependen de nosotros el evitarlo o no. Veamos algunos ejemplos:

o Diabetes tipo Il: asociada a factores modificables hasta en un 91%, tanto en hombres como en
mujeres (9).

o Céancer de colon a factores modificables en un 71% (10).
o Sedentarismo: Mata a 5 millones de personas al afio (11).

La atenciéon médica evita un 10-15% de las muertes (12), lo cual es una barbaridad, pero tenemos que ser
conscientes del otro 85% compuesto por una gran cantidad de pequefios factores a los que quizas no le
prestamos mucha atencién.

Lo mejor de esto es que la mayoria de esos factores dependen de nosotros. Vamos a ver algunos de ellos:

VARIABLES SOCIOESTRUCTURALES
1. EDUCACION

La OMS, en su informe de Estadisticas Sanitarias Mundiales 2007, concluye que existe una evidencia
abrumadora al respecto. Con cada afio extra de educacion, la probabilidad de morir y enfermar decrece
(13).

Imagen 5. Obtenida de https://pixabay.com.
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2. FACTORES SOCIOECONOMICOS

Nacer en un hogar pobre es la principal fuente de desigualdades a lo largo de la vida de una persona. La
renta es un determinante de salud sé6lidamente establecido, de forma que las pérdidas de renta empeoran
la salud de forma més determinante en los niveles bajos y pensionistas (14) (15).

3. FACTORES LABORALES

Los efectos del desempleo han sido asociados con un aumento de la mortalidad, peor salud mental,
ansiedad, estrés, mayor incidencia de enfermedades y una mayor exposicién a factores de riesgo
ambientales (16).

Tras perder el trabajo, las probabilidades de sufrir un infarto o un ictus son el doble con respecto a la gente
empleada (17).

Aquellos que perdieron el empleo en una crisis econdémica duplicaron su mortalidad (18).

Imagen 6. Obtenida de https://pixabay.com.

Perder el trabajo no supone solo una pérdida de recursos econémicos, sino que también una pérdida de
autonomia, estatus, seguridad, autoimagen y autoestima.

4. APOYO SOCIAL

El ser humano ha evolucionado siendo una especie social, ya que de ello dependia nuestra supervivencia.
Hoy dia convivimos con grupos de personas muchisimo mas grandes que en toda la historia, pero nuestras
relaciones sociales sufren mas que nunca (19).

Las relaciones sociales con otras personas influyen mucho en nuestra salud, de forma que relaciones
estresantes y conflictivas correlacionan con un aumento del riesgo de mortalidad.

Discusiones frecuentes con la familia, tanto hijos como parejas aumentan el riesgo de mortalidad, asi como
en el entorno laboral (20).

Imagenes 7 y 8. Obtenidas de https://pixabay.com.
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El aislamiento social y la soledad son factores de riesgo equiparables a fumar o ser obeso. Una falta de
conexion social es equiparable a fumar 15 cigarrillos (21).

La soledad aumenta mucho el riesgo de presentar hipertension, corregido por edad, raza, factores de riesgo
cardiovasculares, medicaciones, etc. (22). También aumenta la depresion clinica (23) (24).

No solo aumentan las posibilidades de enfermar, si no que en una poblacién de gente ya enferma,
disminuyen las probabilidades de recuperarse (25).

También el grado de cohesion con un grupo podria ser mejor predictor de evolucién de personas con
depresion clinica que el hecho de tener relaciones interpersonales.

EL£MUNDO

Espafia  Opinion Internacional Economia Sociedad Deportes Cultura Ciencia Tecnologia Tv

SALUD - Andlisis

Un 44% menos de urgencias
hospitalarias si hay futbol

Imagen 9. Obtenida de https://www.elmundo.es/salud/2016/06/15/57604bca268e3elala8b457b.html.

ENTORNO
1. VECINDARIO

La diferencia en esperanza de vida entre un vecino de Orcasur (71,3) y otro del barrio de Salamanca (78,9)
es de més de siete afios, segun un estudio del Ayuntamiento de Madrid avalado por la Sociedad Espafiola
de Epidemiologia.

= ELPAIS MADRID

Los hombres de Orcasur viven siete afilos menos que los
de Salamanca

Un estudio revela importantes diferencias en la esperanza de vida en la capitalLa esperanza de vida en la
capital supera en 1,5 afios a la media nacional

Imagen 10. Obtenida de https://elpais.com/diario/2007/12/05/madrid/1196857455_850215.html.

De nuevo el motivo es multifactorial:

o La caracteristica de los vecindarios: seguridad percibida, la facilidad para pasear y la confianza
entre vecinos estd asociada a la cantidad de actividad fisica realizada, al bienestar psicolégico
y al riesgo de infarto (26).

o Barrios de menor status , corregidos niveles individuales, presentan mayor nimero de
agresiones, peor salud al nacer, mayor enfermedad cardiovascular, enfermedades
contagiosas, mentales etc (27).

o Las personas que viven en barrios con comunidad de vecinos bien integrada y con un buen
nivel de apoyo social tienen menor incidencia de ictus e infartos, corregidos por factores de
confusién (28).
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Otras variables que afectan a la salud con respecto a la comunidad son:
* Densidad de establecimientos fast food
* Niveles de violencia
* Ruido
*  Polucién
* Malas edificaciones
* Abuso de drogas

Ejemplo: Calton de Glasgow es el lugar de Europa con menor esperanza de vida (54 afios), donde se
juntan todos estos factores como concentracion de gente sin hogar, alcoholismo, nutricién pobre, falta de
servicios comunitarios, paro y una depresion social generalizada. Obviamente Calton no tiene un
problema médico, que como vimos era el responsable del aumento de la esperanza de vida del 15%, si
no un problema de todas las demas variables.

Imagen 4. Obtenida de https://pixabay.com.

2. FACTORES AMBIENTALES

Segun la OMS, el 24% de las enfermedades a nivel mundial estan causadas por exposicién ambiental
evitable, elevandose a un 33% en nifios.

13 millones de muertes anuales se deben a estos factores, encontrdndose muchas de ellas en paises en
vias de desarrollo. Casi 2000 millones de personas beben agua contaminada. Y no disponen de servicios
bésicos de saneamiento.1000 nifios mueren al dia debido a estas causas

200.000 muertes anuales en EEUU debido a la emisién de combustible (29).

En el mundo desarrollado, y mas concretamente en Madrid, segun datos de la Agencia Europea de Medio
Ambiente 2500 muertes al aflos con causadas por contaminacion (30).



Una posible solucion seria plantar arboles:

* Los arboles pueden reducir el nUmero de particulas emitidas por coches y el diéxido de
nitrégeno en mas de la mitad (31).

* La proximidad a la naturaleza proporciona una mayor oportunidad para realizar actividades al
aire libre (32).

* Tener 10 arboles rodeando un bloque de pisos aumenta la percepcion de salud a niveles
comparables a tener un sueldo anual de 10.000 d6lares mayor o ser 7 afios mas joven (32).

* Los efectos de desigualdades sociales se pueden contrarrestar con la exposicion a espacios
verdes (33).

VARIABLES PSICOLOGICAS
PENSAMIENTOS Y CREENCIAS

Los pensamientos, creencias conductas y emociones afectan directamente a la biologia del organismo.

Las personas optimistas viven mas que las pesimistas, y tienen mejor funcionalidad fisica y psicoldgica,
especialmente a medida que envejecemos (34) (35).

Aquellas que tienen un buen concepto de envejecer viven 7,5 afios mas de media, una estadistica muy
superior a otros factores clasicamente relacionados con la esperanza de vida como son la tensién arterial
o el colesterol (36). Si fuese un virus el responsable de esto se dedicarian millones de euros a la causa,
pero al ser una faceta psicosocial parece que no se realiza este esfuerzo. La buena noticia es que esta en
nuestras manos aprovechar estos beneficios.

La espiritualidad es otra faceta que esta presente para la salud mental, encontrandose un mayor trofismo
en la corteza cerebral y en la materia gris en las personas espirituales (37). La causa puede explicarse de
dos formas:

1. La relevancia y universalidad de la espiritualidad entre los seres humanos nos indica que tiene que
tener importancia para la supervivencia de la especie

2. Por otro lado, como vimos con el futbol, las personas que comparten los mismos valores, ayuda y
favorece la cohesion social y la implicacion con la comunidad

ESTRES CRONICO

Cuando el sistema nervioso esta activo, produce una cascada de reacciones a través del sistema
simpatico y el eje HPA (hipotalamo-hipofisiario-adrenal): aumento de la tension arterial, aumento de la
frecuencia cardiaca, aumento de la glucemia en sangre para tener mas combustible disponible para los
musculos, aumento de las plaquetas, etc.

Esto tiene sentido en una situacion de estrés real, pero actualmente es una situacién desadaptativa, ya que
apenas nos enfrentamos a este tipo de situaciones
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Imagen 5. Obtenida de https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-Esquema-circular-del-
estres_fig2_268744095.

Las situaciones laborales, econdmicas, etc. prolongadas causan que vivamos en un estado permanente
de estrés de bajo grado, en lugar de relajados con picos intensos y puntuales de estrés.

Este efecto prorrogado en el tiempo afecta al sistema inmune, a la sensibilidad a la insulina, a la presion
sanguinea, etc.

Conseguir reducir este estrés cronico es una tarea para los sistemas de salud publica

El uso de la meditacién reduce el riesgo de infarto, ictus y mortalidad por cualquier otra causa a la mitad
(38) , muy por encima de cualquier psicofarmaco.

El yoga es otra practica que se considera cardioprotectora (39), reduccion de la tensién arterial,
frecuencia cardiaca, reduccion de peso corporal, colesterol y triglicéridos.

> U
Imagen 6. Obtenida de https://pixabay.com.

Econdmicamente hablando, se obtuvieron datos de dos grupos de pacientes hospitalizados, unos con
estrés y otros sin. El gasto medio de ambos grupos fue de 9504 ddlares frente a 2146, un 400% mas.
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CONCLUSIONES:
Ciencia, medicinay salud no es lo mismo.

En lugar de preocuparnos por la salud, nos preocupamos por la medicina y por la ciencia. Lo que deberia
ser un medio (medicina) hacia un fin (la salud), se ha convertido en un fin en si mismo.

Es por ello que para conseguir que tanto nosotros como la poblacion en general siga mejorando su salud y
calidad de vida debemos de tener en cuenta todos los factores que afectan a la misma y no focalizarnos en
uno solo.
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Imagen 7 Obtenida de https://www.goinvo.com/vision/determinants-of-health/
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Introduccién

La mitocondria es un organulo subcelular dindmico que participa en multitud de funciones celulares
esenciales:

- Bioenergética: obtencion de energia en forma de ATP mediante el sistema de fosforilacion oxidativa
(OXPHOS), que incluye el transporte de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial (CRM)
constituida por cuatro complejos multiproteicos (complejos I-IV) y la sintesis de ATP gracias a la ATP
sintasa (complejo V).

- Rutas metabolicas como el ciclo de Krebs, la oxidacion de &cidos grasos y aminoacidos, o el ciclo de
la urea, entre otras.

- Procesos de sefializacion celular por calcio y especies reactivas del oxigeno (ROS).
- Muerte celular programada o apoptosis.

Las mitocondrias se caracterizan por poseer varias copias de su propio material genético: el ADN
mitocondrial (ADNmt), molécula circular bicatenario de 16,5kb, constituido por 37 genes: 2 ARNr, 22 ARNt
y 13 subunidades de los complejos OXPHOS. Sin embargo, la mayoria de las proteinas mitocondriales
estan codificadas por el genoma nuclear (ADNn). Ambos genomas codifican mas de 1500 proteinas
involucradas en la estructura, ensamblaje y funcién mitocondrial, asi como en la maquinaria de replicacion
y mantenimiento del ADNmt.

Las enfermedades mitocondriales, también conocidas como enfermedades OXPHOS, son un grupo
heterogéneo de trastornos genéticos caracterizados por un defecto en la CRM o sistema OXPHOS. Se
estima en conjunto una prevalencia de 1:5.000-10.000(1). Los trastornos mitocondriales pueden afectar un
solo érgano (ej: Neuropatia Optica hereditaria de Leber - LHON), pero la mayoria involucran multiples
sistemas de drganos, particularmente aquellos que son altamente dependientes del metabolismo aerdbico
(cerebro, musculo esquelético, corazon, rifién y sistema endocrino). El inicio de los sintomas ocurre a
cualquier edad, aunque tipicamente los fenotipos mas graves se presentan en los primeros momentos de
la vida o infancia, y los fenotipos menos graves ocurren mas tarde en la vida.

Los modos de herencia presentes en este tipo de enfermedades pueden ser:

- Mutaciones del ADNmt pueden heredarse por via materna o surgir de forma esporéadica, se
relacionan con fenotipos como sindrome de Leigh (LS) o sindrome de Pearson en edad
neonatal/infantil; encefalomiopatia mitocondrial con acidosis lactica y episodios similares a accidentes
cerebrovasculares (MELAS), epilepsia mioclénica con fibras rojas irregulares (MERRF) o sindrome de
Kearns-Sayre (KSS) en edad Infantil/adolescencia; Neuropatia Optica hereditaria de Leber (LHON),
debilidad neurogénica con ataxia y retinitis pigmentosa (NARP) u oftalmoplejia externa progresiva
(PEO) en adultos.

- Mutaciones en ADNn siguen una herencia mendeliana: autosémica recesiva, principalmente en edad
neonatal/infantil, con fenotipos severos; autosémica dominante, principalmente en adultos, con
fenotipos moderados; o bien herencia ligada al X. Las mutaciones de novo son menos frecuentes que
en el ADNmt.




Mutaciones en el genoma mitocondrial

Las anomalias de ADNmt incluyen mutaciones puntuales, grandes deleciones, deplecion de ADNmt
(pérdida cuantitativa de moléculas de ADNmt) y deleciones mltiples del ADNmt. Las mutaciones puntuales
del ADNmt pueden afectar las regiones codificantes de proteinas y a genes de tRNA que alteran la sintesis
intramitocondrial de proteinas. Las deleciones Unicas se deben generalmente a eventos esporadicos y
habitualmente parecen ser no heredadas. La deplecion y las deleciones multiples son efectos secundarios
en el mantenimiento del ADNmt debidos a mutaciones en genes nucleares que codifican proteinas
mitocondriales.

Cada célula contiene varias mitocondrias, y cada mitocondria contiene numerosas copias de ADNmt. En
este contexto, surge la caracteristica genética de heteroplasmia, como la coexistencia de proporciones
variables de genomas mutados y normales (wild-type). La proporcion de ADNmt mutante debe superar un
nivel umbral critico, generalmente superior al 60—90%, dependiendo de la mutacion y el tipo de tejido, antes
de que una célula y/o tejido muestre un fenotipo (el "efecto umbral"). El principal factor que afecta al nivel
de heteroplasmia se produce durante la ovogénesis y se conoce como “cuello de botella” mitocondrial, por
el cual la cantidad total de mitocondrias del organismo es replicado a partir de un pequefio “pool” de
genomas. Las mujeres con mutaciones en ADNmt trasmiten éstas a su descendencia con un nivel de
heteroplasmia que es impredecible, y aparentemente aleatorio (2).
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Figura 1. Molécula de ADNmt. Mutaciones mas frecuentes y fenotipos asociados. Imagen modificada de
Blazquez et al. (2016).

La secuencia completa del ADNmt humano se publicd por primera vez en 1981. En el afio 1988 se
describieron las primeras mutaciones en el ADNmt responsables de los sindromes de KSS y LHON. Hasta
la fecha, se han descrito mas de 300 mutaciones patogénicas diferentes (puntuales y deleciones) en los 37
genes codificados en el ADNmt (www.mitomap.org). En la figura se representan las mutaciones mas
frecuentes del ADNmt junto con sus fenotipos asociados.
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Mutaciones en genes nucleares

Los trastornos causados por mutaciones en genes mitocondriales nucleares que codifican subunidades y
factores de ensamblaje de los complejos del sistema OXPHOS, proteinas involucradas en su biogénesis y
enzimas implicadas en replicacién, reparacion, transcripcion y traduccion del ADNmt siguen las reglas de
la genética mendeliana. En el afio 1995, se describe la primera mutacién en un gen nuclear mitocondrial,
SDHA, complejo Il, en un paciente con LS. En el siglo XXI, con la implantacién de la secuenciacion masiva
(NGS) se han identificado numerosas mutaciones tanto en genes estructurales/ensamblaje como en genes
gue codifican factores reguladores de la biogénesis mitocondrial. Gracias a aproximaciones proteémicas se
han identificado mas de 1000 genes humanos que codifican proteinas mitocondriales (Human MitoCarta
2.0, Broad Institute). Hasta la fecha se han identificado 300 genes causantes enfermedades mitocondriales
del sistema OPXHOS.

Los trastornos OXPHOS se pueden clasificar en cinco categorias principales en funcién de la ruta/funcién
afectada:

1. Subunidades estructurales OXPHOS
2. Factores de ensamblaje OXPHOS

3. Mantenimiento / estabilidad del ADNmt
4. Sintesis de proteinas OXPHOS

5. Biogénesis o regulacion OXPHOS

1. Subunidades estructurales OXPHOS
Numerosas subunidades estructurales de varios complejos se han asociado con enfermedades OXPHOS.

El déficit del complejo | (Cl) es la causa mas comun de enfermedad mitocondrial. El Cl esté constituido por
45 subunidades, 38 codificadas por el ADNn. Se han encontrado mutaciones asociadas con sindromes
neurodegenerativos de inicio temprano, acidosis lactica congénita, encefalocardiomiopatia y LS en varios
genes que codifican subunidades de CI: bien en "subunidades cataliticas centrales" como NDUFV1,
NDUFV2 y NDUFS1; NDUFS2; NDUFS3; NDUFS4; NDUFS6; NDUFS7 y NDUFS8, o en "subunidades
accesorias" como NDUFA2, NDUFA9 , NDUFA10, NDUFA11, NDUFA12, NDUFA13, NDUFB3 y NDUFBL11,
incluido el gen NDUFAL ligado al X(3).

Se han descrito muy pocos casos con déficit aislado del complejo Il y mutaciones en subunidades cataliticas
de dicho complejo como SDHA y SDHB, relacionadas con varios fenotipos como LS, atrofia Optica, ataxia,
epilepsia, miopatia, cardiomiopatia y leucoencefalopatia. Algunas mutaciones en subunidades del Cll estan
involucradas en la tumorogénesis del paraganglioma o feocromocitoma hereditario.

El déficit del complejo Ill es relativamente raro. Las mutaciones en genes nucleares que codifican las
subunidades del ClIl pueden causar una amplia variedad de alteraciones tejido-especificas, como retraso
psicomotor severo y signos extrapiramidales, distonia y ataxia (UQCRQ) y neuropatia éptica, hipoglucemia
o hiperglucemia y acidosis lactica (UQCRB, UQCRC2 y CYC1).

Muy pocas mutaciones se han publicado en genes nucleares de subunidades del complejo IV. Mutaciones
en los genes COX6B1 y COX4I2 causan leucodistrofia, miopatia, retraso del crecimiento y cardiomiopatia,
o bien insuficiencia pancreética exocrina y anemia. Mutaciones en COX8A se relacionan con déficit de CIV
y cardiomiopatia familiar. EI gen COX7B, ligado al X, se asocia a multiples anomalias congénitas con
alteraciones cutaneas (sindrome LSDMCA?2).

Los trastornos de la ATP sintasa pertenecen a las enfermedades metabdlicas mas graves que se presentan
como encefalocardiomiopatias mitocondriales de inicio temprano. Mutaciones en dos genes nucleares
estructurales, ATP5A1 y ATP5SE, que codifican las subunidades a y € del CV, se han asociado con
deficiencia aislada de ATP sintasa.

2. Factores de ensamblaje OXPHOS

Las proteinas necesarias para el ensamblaje de los complejos OXPHOS, denominadas factores de
ensamblaje, generalmente no son componentes de la estructura final pero si son fundamentales para
insertar de forma apropiada las diversas subunidades de los complejos OXPHOS y puedan asi realizar su
funcion.



Algunos de estos factores de ensamblaje del Cl que se han asociado con enfermedad mitocondrial son:
NDUFAF1, NDUFAF2, NDUFAF3, NDUFAF4, NDUFA5, NDUFA6, FOXRED1, ACAD9, NUBPL,
TMEM126B. Los déficits del Cl por mutaciones en genes nucleares suelen asociar fenotipos infantiles muy
homogéneos caracterizados por tener una afectacion multisistémica grave, generalmente acompafiados de
alteraciones neurolégicas y del desarrollo. Los signos mas especificos que sugieren una deficiencia de Cl-
nuclear son: afectaciéon del tronco encefalico, atrofia Optica y las caracteristicas del LS en la resonancia
magnética nuclear (RMN).

De los dos genes nucleares que codifican factores de ensamblaje conocidos del Cll (SDHAF1 y SDHAF2),
solo mutaciones en SDHAF1 se han relacionado con déficit de CIl y fenotipos infantiles tipo LS,
cardiomiopatia y leucodistrofia.

Mutaciones descritas en dos genes, BCS1L y TTC19, que codifican factores de ensamblaje del ClII estan
asociadas con trastornos mitocondriales primarios debido al déficit del Clll. La causa mas frecuente de este
déficit se debe a mutaciones (>50 mutaciones patogénicas descritas) en el gen BCSI1L. Las caracteristicas
clinicas son muy heterogéneas, varian desde acidosis lactica, hepatopatia, retraso del crecimiento, atrofia
Optica, pérdida auditiva neurosensorial congénita leve, sindrome de Bjornstad, tubulopatia aislada o
combinada con colestasis y/o encefalopatia hasta sindrome GRACILE(4). Otros factores de ensamblaje del
ClIlIl donde se han identificado mutaciones en los Ultimos afios son: UQCC2, UQCC3y LYRM?7.

La mayor parte de los déficits aislados de CIV se deben a mutaciones en factores del ensamblaje del CIV
codificados por genes como: SURF1, que representa del 50-75% de los LS asociados con la deficiencia de
COX; SCO1, fallo hepéatico agudo neonatal; SCO2, cardioencefalopatia; COX10, tubulopatia y
leucodistrofia; COX15, cardiomiopatia hipertréfica; LRPPRC, sindrome de Leigh; y otros genes COX14,
COX20 y COAS5 (5).

Hay dos genes que codifican para factores de ensamblaje del CV, ATPAF2 (ATP12) y TMEM70, que
presentan mutaciones causantes de deficiencia de la ATP sintasa. ATPF2 es una proteina que participa en
el ensamblaje de las subunidades a y B del CV, mutaciones en esta proteina causan alteraciones
neuroldgicas, caracteristicas dismorficas y aciduria 3-metilglutacénica(3-MGA). TMEM70 codifica para una
proteina mitocondrial transmembrana que contribuye a la estabilizacion del CV. Las mutaciones en este
gen pueden provocar cataratas de inicio infantil, encefalocardiomiopatia, dismorfias y 3-MGA(6).

3. Mantenimiento/ Estabilidad del ADNmt

Aunque el ADNmt reside en la matriz mitocondrial, su replicacién, mantenimiento de su integridad y la
regulacion de los niveles de desoxinucleodtidos trifosfato (ANTPs) mitocondriales estan controlados por
proteinas codificadas por genes nucleares, sintetizadas en el citoplasma e importadas a las mitocondrias.
Una replicaciéon y mantenimiento correctos del ADNmt es importante tanto para la calidad como para la
cantidad de moléculas de ADNmt, y requiere la funciéon normal tanto del replisoma mitocondrial como del
adecuado mantenimiento del nivel de dNTPs.

Las principales proteinas o enzimas involucradas en la replicacion del ADNmt incluyen la ADN polimerasa
gamma (con sus subunidades cataliticas codificadas por el gen POLG y su subunidad accesoria codificada
por el gen POLG2), la helicasa Twinkle codificada por el gen TWNK y las proteinas implicadas en la
reparacion y mantenimiento codificadas por los genes DNA2 y MGMEL. Las proteinas principales
involucradas en el mantenimiento del pool de dNTPs estan codificadas por genes que incluyen TK2,
DGUOK, RRM2B, SUCLG1, SUCLA2, TYMP entre otros. También se pueden incluir proteinas que
participan en procesos de dinamica mitocondrial: fisién, fusién, movilidad o recambio mitocondrial (OPAL1,
MFN2 y FBXL4). Las mutaciones en genes implicados en la replicacién del ADNmt o el mantenimiento del
pool de dNTPs pueden causar deleciones multiples y/o deplecién del ADNmt.

Las mutaciones en POLG son las mas comunes y representan aproximadamente el 25% de todos los
pacientes con presentaciones de enfermedad mitocondrial. Se conoce que las mutaciones en POLG,
POLG2, ANT1, TWNK, RRM2B y OPAL1 estan asociadas con la oftalmoplejia externa autosémica dominante
(adPEOQ) y deleciones multiples del ADNmt. También, mutaciones en POLG y RRM2B se relacionan con
oftalmoplejia externa autosémica recesiva (arPEO) con deleciones multiples del ADNmt. Por otro lado,
mutaciones en POLG, TWNK, RRM2B, SUCLA2, SUCLG1, DGUOK, TK2, MPV17 y TYMP se han asociado
con diferentes tipos de sindromes de deplecidon mitocondrial (MDDS). En los trastornos primarios del
mantenimiento del ADNmt, las deleciones son detectables por métodos como el Southern-blot o técnicas
basadas en PCR gracias a que se acumulan en tejidos postmitéticos como el musculo en sujetos jévenes.
El MDDS se caracteriza por principalmente por presentar debilidad muscular progresiva o fallo hepatico,
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pero también existen casos con afectacion multisistémica y acidosis lactica (anomalias cardiacas y renales).
La edad de inicio y las presentaciones clinicas son muy variables (7).

4. Sintesis de proteinas OXPHOS

Aunque los compontes de la maquinaria mitocondrial son diferentes a los citosdlicos, las etapas de
traduccién son las mismas, incluyendo factores de traduccion de iniciacién, elongacion y terminacion,
proteinas ribosomales mitocondriales y aminoacil-tRNA sintetasas, entre otros(8). Alteraciones en estas
proteinas de traduccién mitocondrial se relaciona con fenotipos neurolégicos y déficits combinados del
sistema OXPHOS.

Proteinas ribosomales: se han descrito mutaciones tanto en proteinas ribosomales de la subunidad grande
(MRPL-39S), en los genes MRPL3, MRPL12 y MRPL44, como en proteinas de la subunidad pequefia
(MRPS-28S), en MRPS7, MRPS16, MRPS22 y MRPS23, de las 80 proteinas que conforman el
mitoribosoma. Un defecto en proteinas MRPS da como resultado una disminucion marcada en el nivel de
ARNr 12S, causado por el ensamblaje anormal de la subunidad pequefa, generando ARNr 12S inestable.
Se ha relacionado con fenotipos clinicos tales como agenesia del cuerpo calloso, aspecto dismarfico,
cardiomiopatia y acidosis lactica.

Factores de traduccién: mutaciones en genes que codifican proteinas que intervienen en el propio proceso
de traduccién, como son los factores de elongacion EFTu-mt (TUFM), EFG (GFM1) o ETs (TSFM), se han
asociado a heterogeneidad clinica: atrofia 6ptica, cardiomiopatia, fallo renal o LS.

Proteinas modificadoras de ARNt: participan en el proceso postranscripcional garantizando un correcto
ensamblaje, estabilidad y funcionalidad de los ARNt. Se han descrito variantes patogénicas en los genes
PUS1, TRMU, TRIT1, MTO1 y GTPBPS3. El gen PUS1 codifica para una proteina encargada de convertir la
uridina a pseudouridina en diferentes posiciones de los ARNt mitocondriales, mutaciones en PUS1 se
relacionan con miopatia mitocondrial, acidosis lactica y anemia sideroblastica (MLASA). Mutaciones en
TRMU que codifica para una proteina esencial para la 2-tiolaciéon de la posicion de balanceo del anticoddn
del ARNt, conducen a una reduccion de mt-ARNt-GIn, mt-ARNt-Glu y mt-ARNt-Lys causando fallo hepético
infantil agudo.

Proteinas del procesamiento/estabilidad del ARNm: mutaciones en ELAC2 provocan una acumulacién de
ARNmM con ARNt unidos. Mutaciones en el gen LRPPRC, un regulador postranscripcional del ADNmt,
disminuyen la estabilidad del ARNm mitocondrial. Las mutaciones en MTPAP, involucradas en la
poliadenilacion de los ARNm mitocondriales, producen ARNm oligoadenilados.

Aminoacil-ARNt sintetasas mitocondriales: enzimas encargadas de cargar cada ARNt con su aminoacido
correspondiente. Diecisiete son especificas para las mitocondrias (llamadas mtARS2) y dos (GARS, KARS)
se comparten entre el citosol y las mitocondrias. Las enfermedades asociadas a mutaciones en genes que
codifican las mtARS2 estan emergiendo como una causa especialmente importante de este tipo de
patologias. Desde la identificacion en 2007 de la primera mutacion patogénica en la aspartil-ARNt sintetasa
(DARS2) en un paciente que cursaba con leucodistrofia se han descrito mutaciones en las 19 ARS2 y, todas
ellas, con la excepcion de YARS2 y GARS, afectan fundamentalmente al sistema nervioso central, aunque
en general causan fenotipos muy variables: cardiomiopatia, tubulopatia, miopatia, anemia o pérdida de
audicion. Ademas, recientemente se han caracterizado mutaciones patogénicas en el genes QRSL1, GATB
y GATC que codifican la subunidades A , B y C respectivamente, de la glutamil-ARNt®" amidotransferasa
(GATA) necesaria para la correcta formacién del GIn-ARNt®"-mt.

5. Biogénesis/Regulacién OXPHOS

La coenzima Q10 (CoQ10), o ubiquinona, es un transportador movil de electrones de la membrana interna
mitocondrial esencial para la transferencia de electrones desde el Cly Cll hasta el Clll de la CRM. El CoQ10
se sintetiza en la membrana interna mitocondrial. Al menos 12 genes estan involucrados en la biosintesis
de CoQ10(9). Mutaciones en genes implicados de la biosintesis de CoQ10 como PDSS1, PDSS2, COQ2,
COQ4, COQ6, COQY, ADCK3 y ADCK4 se han relacionado con fenotipos varios que abarcan desde
enfermedad multisistémica fatal, encefalomiopatias, ataxias, LS hasta sindrome nefrético. Generalmente,
la deficiencia de CoQ10 se caracteriza por presentar valores normales de la actividad de los complejos |, II
y Ill, pero un déficit de actividad CI+lll y ClI+lIl. Esta deficiencia de CoQ10 puede ser tratada mediante
suplementos con CoQ10 en la dieta.



Las mutaciones en los genes AGK, TAZ y SERAC1 estan involucradas en el metabolismo de los fosfolipidos
mitocondriales. Las mutaciones en AGK, enzima acilglicerol quinasa que cataliza la formacion de los acidos
fosfatidico y lisofosfatidico, se han asociado con deplecién del ADNmt en el sindrome de Sengers (cataratas
congénitas, cardiomiopatia hipertréfica, miopatia esquelética, intolerancia al ejercicio y acidosis lactica).
TAZ juega un papel en la biosintesis de fosfolipidos y causa el sindrome de Barth ligado al cromosoma X
caracterizado por miopatia mitocondrial, neutropenia, afectacion cardiaca y falta de crecimiento. SERAC1
codifica una proteina que afecta la remodelacién y transporte de fosfatidilglicerol y su alteracion conduce a
3-MGA, sordera, encefalopatia y enfermedad parecida a LS (Sindrome de MEGDEL).

Los genes SLC25A4 (ANT1) y SLC25A3 (PHC), no participan en la estructura o ensamblaje del sistema
OXPHOS, pero son muy importantes en muchas de las funciones OXPHOS. El gen SLC25A4 codifica para
el transportador de fosfato mitocondrial, PHC, que transporta fosfato inorganico a la matriz mitocondrial,
esencial para la sintesis aerébica de ATP. Mutaciones en SLC25A3 se relacionan con acidosis lactica,
miocardiopatia hipertréfica e hipotonia muscular. ANT1 codificada por el gen SLC25A4 determina el flujo
de ADP / ATP entre la mitocondria y el citosol, siendo un regulador importante del metabolismo oxidativo.
Se han publicado mutaciones en el gen SLC25A4 en sujetos con adPEO con deleciones de ADNmt, y en
pacientes con miocardiopatia hipertréfica familiar.

Se conocen proteinas mitocondriales involucradas en la importacion, el procesamiento y el control de
calidad mitocondrial, como SPG7, TIMM8A, AFGL32, GFER, DNAJC19 y HSPD1, que estan asociadas con
defectos OXPHOS. El gen TIMMB8A, localizado en el cromosoma X, codifica para DDP1 un componente de
la maquinaria de importacion mitocondrial necesario para facilitar la entrada de precursores proteicos desde
el citosol a la membrana mitocondrial interna (MMI). Mutaciones en TIMMB8A causan el sindrome de sordera-
distonia- neuropatia Optica conocido también como sindrome de Mhor-Tranebjaerg. El sistema de paso de
disulfuro mitocondrial impulsa la importacion de proteinas ricas en cisteina al espacio intermembrana a
través de un mecanismo de plegamiento oxidativo. Mutaciones en GFER, proteina del sistema de paso de
disulfuro mitocondrial, se asocian con miopatia mitocondrial con cataratas y déficit combinado de CRM. El
gen SPG7 codifica la paraplegina, un componente de la proteasa m-AAA de la MMI que degrada las
proteinas mal plegadas y regula el ensamblaje de los ribosomas. Mutaciones en SPG7 se relacionan con
signos tipicos de defectos OXPHOS y paraplejia espastica.

Los centros hierro-azufre (Fe — S) participan en reacciones redox como las que ocurren en las enzimas
aconitasa y acido lipoico sintetasa y en los complejos I, Il y lll. Las mutaciones en los primeros pasos de la
biosintesis Fe-S involucran a los genes FDX1L, FXN, ISCU, NFS1 o LYRM4 que resultan en déficits de los
complejos CI, ClI, Clll y la enzima aconitasa. Las mutaciones en los genes BOLA3, NFU1, IBA57 y GLRX5
provocan defectos en la sintesis mitocondrial de los centros 4Fe-4S, déficits de los complejos Cly Cll y
deficiencia en la sintesis de &cido lipoico (10).

Diagndstico genético-molecular en enfermedades mitocondriales

La aproximacion clasica al diagndstico de las enfermedades mitocondriales del sistema OXPHOS se
basaba en la integracion de datos clinicos, histopatolégicos y bioquimicos, y el estudio de unas pocas
alteraciones genéticas abordables (mutaciones mas frecuentes en el ADNmt) mediante técnicas
moleculares existentes hasta el desarrollo de la secuenciacion masiva paralela (MPS) o next generation
sequencing (NGS). La biopsia muscular ha sido el tejido central por sus caracteristicas bioenergéticas,
accesibilidad y permitir realizar estudios histoquimicos y estudios enzimaticos de los distintos complejos de
la CRM. Estos estudios de CRM poseen dificultades de variabilidad analitica y fisiopatoldgica conduciendo
a resultados falsos negativos o positivos, por tanto, es un diagnostico presuntivo o de apoyo. Los estudios
genético-moleculares proporcionan un diagnostico mas certero de la causa subyacente en gran parte de
los casos. Algunas de las patologias mitocondriales mas caracteristicas como MELAS, LHON, MERRF o
MILS pueden abordarse buscando mutaciones en regiones “hot spot” del ADNmt con métodos de PCR o
Minisecuenciacién, y en ADN de tejidos como células sanguineas o del sedimento urinario. Asi mismo
algunas alteraciones moleculares como las deleciones del ADNmt o depleciéon del ADNmt identificadas con
métodos como Southern Blot, PCR larga o PCR a tiempo real, deben realizarse en ADN de tejido muscular
o hepatico, pues es donde se expresa la lesion. Por otra parte, se pueden secuenciar genes completos
mediante secuenciacion convencional Sanger en busca de la variante genética, pero esto no es coste-
efectivo, y Unicamente esta justificado en el analisis de mutaciones de forma dirigida en familiares una vez
conocida la mutacion en el probando; o bien para la confirmacién o valoracion de la heteroplasmia.

Con el desarrollo de métodos basados en MPS/NGS la identificacién de nuevos genes y mutaciones
etiologicas en enfermedades mitocondriales ha aumentado exponencialmente en los Ultimos afios, por lo
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que el flujo diagndstico y guias de consenso han cambiado drasticamente (11).En la actualidad, se conocen
mas de 300 genes nucleares que presentan mutaciones patogénicas asociadas a trastornos OXPHOS, no
siendo de extrafiar que las guias y expertos actuales indiquen que la primera linea de actuacién debe ser
el diagndstico genético mediante métodos MPS/NGS que analicen estos y otros posibles genes
relacionados con la patologia mitocondrial, bien mediante el uso de paneles de genes especificos basados
en genes implicados en una misma ruta o funcién, o mediante secuenciacion del exoma completo (WES)
centrandose en los genes de proteinas localizadas en la mitocondria (MitoCarta)(12).
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Figura 2. Diagrama de flujo diagnéstico para enfermedades mitocondriales propuesto por Witters et al.
(2018). MDC: criterios de enfermedad mitocondrial
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INTRODUCCION

El feocromocitoma (Feo) es un tumor productor de catecolaminas, procedente de las células cromafines del
sistema nervioso simpatico.

La mayoria de estos tumores se localizan en la médula adrenal (80-85%). El resto (15-20%) se desarrollan
en los ganglios simpaticos o parasimpéticos y en los tejidos cromafines extraadrenales denominandose
paragangliomas (PGL). Los paragangliomas pueden ser funcionantes (simpaticos) o generalmente no
funcionantes (parasimpaticos), dependiendo del sitio de origen y de los eventos mutacionales subyacentes.
Los paragangliomas simpaticos suelen localizarse en el térax, el abdomen y pelvis y en general son
secretores de noradrenalina. Los paragangliomas parasimpaticos se localizan en cabeza y cuello y suelen
ser no funcionantes.

Son neoplasias poco frecuentes; ocurren en menos del 0,2 por ciento de los pacientes con hipertension
arterial (HTA). La incidencia anual de feocromocitoma es de aproximadamente 0,8 por cada 100.000
personas/afio.

Aunque los feocromocitomas pueden ocurrir a cualquier edad, son mas comunes en la cuarta o quinta
década y son igualmente comunes en hombres y mujeres. Son tumores raros en nifios, y cuando aparecen
suelen ser mdltiples y asociados a sindromes hereditarios.

La mayor parte de Feo/PGL son tumores benignos, pero aproximadamente un 10% son malignos. La
mayoria de los tumores secretores de catecolaminas son esporadicos. Sin embargo, aproximadamente
entre el 25-40% de los pacientes tienen la enfermedad como parte de un trastorno familiar; en estos
pacientes, los tumores secretores de catecolaminas tienen mas probabilidades de ser feocromocitomas o
paragangliomas suprarrenales bilaterales.

Estos tumores hereditarios secretores de catecolaminas se presentan tipicamente a una edad mas
temprana que las neoplasias esporadicas. El feocromocitoma esporadico generalmente se diagnostica
sobre la base de los sintomas o de un descubrimiento incidental en imagenes computarizadas (denominado
incidentaloma), mientras que el feocromocitoma hereditario con frecuencia se diagnostica mas temprano
debido a la vigilancia bioquimica o a las pruebas genéticas.

Existen varios trastornos familiares asociados con el feocromocitoma y paraganglioma, todos los cuales
tienen herencia autosdomica dominante: sindrome de Von Hippel-Lindau (VHL), neoplasia endocrina multiple
tipo 2 (MEN2) y, con menor frecuencia, neurofibromatosis tipo 1 (NF1) y paragangliomatosis familiar. La
frecuencia aproximada de feocromocitoma en estos trastornos es de 10 a 20 por ciento en el sindrome de
VHL, 50 por ciento en la NEM2 y de 0.1 a 5.7 por ciento con NF1.
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Figura 1. Biosintesis de catecolaminas en las células cromafines de la médula adrenal (A) y nervios
simpaticos (B) (7)

Figura 2. Urinary collection of amine biomarkers. J-B Corcuff et al. 2017 (2)

La biosintesis de las catecolaminas comienza con la conversién del aminoécido tirosina en 3,4-dihidroxifenil-
alanina (DOPA) por la enzima tirosina hidroxilasa. La DOPA se convierte en dopamina, que se transporta
del citoplasma a vesiculas de almacenamiento de catecolaminas que se encuentran dentro de células
cromafines de la médula suprarrenal, nervios simpaticos y paraganglios. La presencia de la enzima
dopamina B-hidroxilasa (DBH) en estas vesiculas es responsable de la conversion de la dopamina en
noradrenalina. En las células cromafines de la médula suprarrenal, la noradrenalina se convierte en
adrenalina por la feniletanolamina N-metiltransferasa (PNMT). Esta enzima so6lo esta presente en estas
células, por lo que la adrenalina se produce casi exclusivamente dentro de la médula suprarrenal.

El metabolismo de las catecolaminas ocurre a través de diferentes vias, dando lugar a numerosos
metabolitos. En su mayor parte, la noradrenalina circulante deriva de las neuronas noradrenérgicas del
sistema nervioso central y simpético. La deaminacién de noradrenalina neuronal a 3,4-dihidroxifenilglicol
(DHPG) ocurre por la monoaminooxidasa (MAQO) después de la recaptacion neuronal o después de la
filtracion del transmisor de las vesiculas de almacenamiento al citosol neuronal. La noradrenalina también
se metaboliza parcialmente en los tejidos extra neuronales y en las células cromafines suprarrenales, donde
se convierte en normetanefrina mediante la catecol-O-metiltransferasa (COMT). La adrenalina se
metaboliza principalmente dentro de las células cromafines suprarrenales por medio de la COMT, lo que da
como resultado el metabolito O-metilado metanefrina. El metabolismo de la dopamina sigue otras vias,
resultando en la produccion del metabolito O-metilado metoxitiramina.

MANIFESTACIONES CLINICAS

La presencia de feocromocitoma debe sospecharse cuando aparecen signos o sintomas derivados del
efecto bioldgico del exceso de catecolaminas producidas por el tumor.

La hipertension es la principal manifestacion clinica, y puede presentarse de forma continua o intermitente.
Otros sintomas pueden ser: dolor de cabeza, palpitaciones, sudoracion, palidez, hipotension ortoestatica,
temblor y ansiedad. Otros sintomas no especificos, pero que pueden aparecer son: vision borrosa, dolor
abdominal, diarrea, pérdida de peso, hiperglucemia, poliuria, polidipsia...

Los multiples efectos de las catecolaminas dan el resultado de una amplia variedad de presentaciones
clinicas:

e Noradrenalina (NA): ejerce su accién predominantemente sobre la musculatura lisa vascular, por
lo que se producira una vasoconstriccion mantenida y en consecuencia hipertension mantenida.
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e Adrenalina (A): ejerce su accion sobre los receptores B2, producira hipertension paroxistica,
sudoracion, ansiedad y palpitaciones.

e Dopamina: ejerce su accién sobre receptores dopaminérgicos. Normalmente los pacientes estan
asintomaticos, y los sintomas que tienen son por efecto masa del tumor. En estos casos puede
haber hipotension.

Los cambios en la presion arterial pueden deberse a la liberacion episédica de las catecolaminas, a
alteracion de los reflejos simpaticos, deplecién de volumen circulante, asi como por otros desencadenantes
como ejercicio intenso, traumatismo, anestésicos, farmacos o manipulacion del tumor durante la cirugia.

CUANDO REALIZAR UN SCREENING BIOQUIMICO

Como se ha comentado en el apartado anterior, las pruebas bioquimicas estarian indicados en todos los
pacientes que presenten signos o sintomas que sugieran una secrecién anormal de catecolaminas,
independientemente de si el paciente tiene hipertension o no.

Por el contrario, no estaria indicado en aquellos pacientes con hipertension que no presenten ningin otro
signo/sintoma.

Por lo tanto, las situaciones en las que estaria indicado solicitar un screening bioquimico son:
e En pacientes sintomaticos:
o Triada clasica: dolor de cabeza, sudoracion y taquicardia
o HTA Episddica
o HTA resistente al tratamiento
o HTA deinicio a edad temprana
o Diabetes mellitus atipica asociada a HTA
o Cambios en la presién arterial en respuesta a anestesia, cirugia o farmacos
o Hipotension ortoestatica en pacientes con HTA
o Miocardiopatia dilatada idiopatica
e Pacientes asintomaticos
o Incidentaloma adrenal
o  Sindrome familiar (MEN2, VHL, PGLF, NF1)
o Antecedentes familiares

o Triada de Carney (PGL no familiar, tumor Gl, condroma pulmonar)

DIAGNOSTICO

Tradicionalmente los test bioquimicos para el estudio de Feo/PGL se basaban en la determinacion de los
niveles de catecolaminas en orina, en conjunciéon con la medida de sus metabolitos como el acido
vanilmandélico (VMA). Los primeros ensayos para su determinacion fueron colorimétricos, seguidos de los
fluorimétricos. Posteriormente se desarrollaron los radioenzimaticos, hasta que en los afios 80, la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se convirtié en el método de referencia.

El cambio de rumbo en los métodos de medida fue acompafiado del cambio en las pruebas bioquimicas.
Inicialmente se preferia la determinacion de catecolaminas en orina y plasma y actualmente se ha impuesto
la medida de metanefrinas en plasma y orina, incluyendo normetanefrina y metanefrina, que son los
metabolitos O-metilados de NA y A. Algunos métodos permiten ademas la medida de metoxitiramina que
es el metabolito O-metilado de la dopamina.

Este cambio en el diagnoéstico bioquimico se debe a los avances en la tecnologia, que han ido también
emparejados al mejor conocimiento del metabolismo de las catecolaminas.
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Figura 3. Laboratory Evaluation of Pheocromocytoma and Paraganglioma (6)

En la actualidad el test diagnostico de eleccion es la determinacion de metanefrinas plasmaticas y/o
urinarias (metanefrina y normetanefrina). Tienen una sensibilidad cercana al 100%. Esta alta sensibilidad
se debe al hecho de que existe un metabolismo intratumoral de catecolaminas (de noradrenalina a
normetanefrina y de adrenalina a metanefrina), que es continuo e independiente de la liberacién intermitente
de catecolaminas.

La determinacion de metanefrinas libres en plasma tiene una sensibilidad de 96-99% y una especificidad
entre 80-100%, aunque con un porcentaje relativamente alto de falsos positivos. Debido a que la tecnologia
necesaria para la determinacion de metanefrinas plasmaticas (espectrometria de masas) no esta
actualmente muy extendida, la mayoria de los laboratorios optan por la determinacion de metanefrinas
urinarias como primera prueba de screening.

CONDICIONES DE RECOGIDA Y ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

El espécimen recomendado es la recogida de orina de 24 horas con HCl como conservante. Las
catecolaminas son propensas a la auto oxidacion en condiciones alcalinas de pH. En cambio, esta
acidificacion no es necesaria para la determinacion de metanefrinas, que pueden permanecer estables
durante 3 dias a temperatura ambiente. En el caso de que se vayan a determinar tanto catecolaminas como
metanefrinas, la recomendacion es utilizar orina acidificada y refrigeracion en cuanto la orina llegue al
laboratorio.

Si el pH de la orina es demasiado acido, las catecolaminas libres se degradan poco, pero puede ocurrir la
desconjugacién de las catecolaminas conjugadas, incrementando falsamente, la concentracion de
catecolaminas libres. Por ello, el pH 6ptimo para su conservacion y almacenamiento es 4.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Existen muchos factores que hay que tener en cuenta a la hora de hacer una correcta interpretaciéon de los
resultados bioguimicos. Unos niveles elevados de catecolaminas o metanefrinas no siempre van a ser
indicativos de la presencia de un tumor, pero si van a reflejar un aumento de la actividad simpatica.

Hay muchos factores preanaliticos y analiticos que pueden interferir con nuestros resultados (ejercicio,
alimentacion, estrés, hipoglucemia, farmacos...).

Aproximadamente el 50% de los tumores produce una mezcla de noradrenalina y adrenalina, el resto
produce casi exclusivamente noradrenalina y raramente el tumor produce principalmente dopamina.

La enfermedad de VHL se caracteriza por la produccion casi exclusiva de normetanefrina (reflejando la
produccién de noradrenalina). Los pacientes portadores de MEN 2 se caracterizan por el aumento de
metanefrina plasmatica, indicando por lo tanto una produccién de adrenalina por parte del tumor.
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FALSOS POSITIVOS
Alimentacién

Muchos alimentos contienen cantidades sustanciales de aminas bidégenas que pueden producir falsos
positivos. Por ejemplo: frutas (sobre todo platano, kiwi, pifia), nueces, tomate, quesos, café...

Esta influencia es mas importante en la determinacion de catecolaminas. Las metanefrinas (normetanefrina
y metanefrina) estan mucho menos afectadas por la dieta (a excepcion de la 3 metoxitiramina)

Farmacos

Los farmacos pueden causar interferencias de tipo analitico o por el efecto del farmaco sobre la sintesis,
metabolizacion y excrecion de las catecolaminas o sus metabolitos. Las interferencias analiticas suelen ser
especificas del método y del analito. Los métodos de LC-MS/MS son los menos susceptibles a este tipo de
interferencias, los métodos de HPLC (mas frecuentemente usados) han ido evolucionando y haciéndose
cada vez mas especificos.

Numerosos farmacos incrementan la concentracion de catecolaminas y sus metabolitos.

e Agentes simpaticomiméticos: adrenalina, anfetaminas, cocaina, cafeina, nicotina... (aumentan
noradrenalina y adrenalina)

e Farmacos que inhiben la recaptacion de serotonina-noradrenalina: Venlafaxina
e Farmacos inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina
e Antidepresivos triciclicos

e Farmacos inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAO): bloguean la conversion de noradrenalina
y adrenalina en DHPG.

e Farmacos antihipertensivos incluyendo vasodilatadores: dihidropiridina (bloqueador de canales de
calcio)

e Farmacos bloqueantes selectivos de los receptores a-1 adrenérgicos: Doxazosina
e Farmacos antagonistas no selectivos o adrenérgicos: Fenoxibenzamina
e L-DOPA: puede causar incremento de los niveles de dopamina y 3-Metoxitiramina.

La situacion ideal es que el paciente interrumpiera la medicacion susceptible de causar interferencia antes
de la recogida de la muestra. En la practica real no es posible que el paciente abandone su medicacion, por
lo que se recomienda la recogida de la orina con la medicaciéon habitual (salvo fenoxibenzamina o
antidepresivos triciclicos que siempre deben retirarse), y si se obtiene un resultado alterado, repetir la
prueba considerando retirar el farmaco que puede estar produciendo la interferencia.

Un aumento de 3-4 veces los valores de referencia se asocian con una probabilidad del 100% de que se
trate de un tumor productor de catecolaminas.

Si el resultado del screening bioquimico son unos niveles elevados de metanefrinas, pero no lo
suficientemente altos para que sean concluyentes (es decir <3-4 veces el limite alto de referencia), se
recomienda intentar confirmar el diagndstico bioquimico antes de realizar la prueba de imagen.

Para ello deberiamos tener en cuenta, como se ha explicado durante este apartado las siguientes
situaciones:

e Causas preanaliticas
e Reuvisar el tratamiento farmacolégico
e Realizar otra prueba bioquimica (metanefrinas en plasma, catecolaminas, cromogranina A)

e Considerar el seguimiento de pacientes con resultados discretamente elevados y con baja
probabilidad de padecer la enfermedad.

e Raramente serd un falso positivo si encontramos elevados simultaneamente normetanefrina y
metanefrina



FALSOS NEGATIVOS

Unos niveles de catecolaminas o metanefrinas normales excluyen la presencia de un tumor productor de
catecolaminas con una alta fiabilidad.

Algunas excepciones son:
e Tumores de pequefio tamafio (<1 cm) en pacientes asintomaticos

e  Tumores productores de dopamina (muy raros, en su mayor parte malignos y predominantemente
son paragangliomas extra-adrenales)

e Recidivas microscopicas
e Pacientes con mutaciones en SDHx pueden presentar tumores silentes.

e Paragangliomas de cabezay cuello

DIAGNOSTICO FINAL

Una vez realizadas las pruebas bioquimicas, si el resultado es positivo se debe proceder a la localizacién
del tumor mediante pruebas de imagen:

e TAC: Tiene una sensibilidad de un 90-95% para la localizaciéon del tumor. Tumores adrenales de
1 cm o metastasis de 1 a 2 cm son facilmente detectados. Permite distinguir por densitometria
(Unidades de Hounsfiel, HU) si se trata de adenoma o de un tumor.

e RM: Tiene una sensibilidad similar al TAC. Se reserva para los casos en los que el TAC esta
contraindicado.

e Gammagrafia con MIBG: permite la exploracion funcional y localizacion del tumor y, sobre todo la
localizaciéon de la metastasis cuando el Feocromocitoma es maligno. Su indicacion principal es
cuando existe un diagndstico clinico-bioquimico muy importante y el TAC/RM son negativas

e Octreoscan: Es util ya que hasta un 75 % de los tumores expresan receptores de somatostatina.
La MIBG es mas sensible, pero el octreoscan es de ayuda en los casos en los que el
Feocromocitoma o sus metéstasis han perdido los transportadores de noradrenalina de la
membrana.

TRATAMIENTO

Una vez establecido el diagnoéstico bioquimico y el tumor ha sido localizado por imagen, el tratamiento
definitivo es la exéresis por cirugia. Para realizar la cirugia el paciente requiere una preparacion
prequirdrgica con el objetivo de minimizar las complicaciones que pueden ocurrir ante la liberacién aguda
de catecolaminas, durante la induccion anestésica y la manipulacion del tumor.

Esta preparacién consiste en un blogueo alfa adrenérgico, expansion del volumen circulante, y un bloqueo
beta adrenérgico en el caso de arritmias o taquicardia.

EVOLUCION POSTOPERATORIA

Los niveles de concentracion de catecolaminas y metanefrinas caen rapidamente tras la cirugia, pero
pueden tardar como minimo 2 semanas en alcanzar valores dentro de la normalidad, por lo que su
determinacién precoz no es de utilidad.

Si la hipertension arterial persiste con determinacion de catecolaminas/metanefrinas normales, habra que
considerar que es una hipertension arterial esencial o secundaria a lesion renal.

En los casos de Feocromocitoma maligno, existe la posibilidad de que el paciente desarrolle otro
feocromocitoma o enfermedad metastasica, por lo que se recomienda que sean monitorizados con
determinaciones bioquimicas al menos los 5 afios después de la cirugia.
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En este capitulo hablaremos del diagnéstico del derrame pleural tuberculoso (DPTB), pero centrandonos
sobre todo en la parte de los marcadores bioquimicos que se utilizan para ayudar a confirmar el diagnéstico
microbioldgico, del que también hablaremos, pero de manera mas resumida.

La tuberculosis es una enfermedad causada por las micobacterias del grupo Mycobacterium tuberculosis
complex, que incluye a Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis BCG y Mycobacterium
africanum.

Estructuralmente es un bacilo recto, que se caracteriza por presentar en su pared un alto contenido de
acidos grasos de cadena larga denominados acidos micoélicos, que le confieren la capacidad de ser acido
alcohol resistentes, lo que va a producir que no se tifian con los colorantes basicos de alanina de uso
habitual, como los usados en la tinciébn de gram. Esta propiedad ha sido utilizada como estrategia para
tinciones especificas de esta familia, como son la tincién de Ziehl-Neelsen o la de auramina, tincion de
fluorescencia que se usa habitualmente en los laboratorios y en las que, como observamos en la imagen
siguiente, se ven bacilos fluorescentes generalmente en disposicién de cadenas en el caso de que sea M.
Tuberculosis.

Figura 1. Tincion auramina positiva para M.Tuberculosis

Son aéreos, inmdaviles, intracelulares facultativos y de crecimiento lento en los cultivos (hasta 40 dias tarda
alguna de las especies en crecer). Se caracterizan por tener la capacidad de estar en estado latente durante
muchos afios en el hospedador sin producir enfermedad y, cuando por fin la producen, son enfermedades
de larga duracion y con consecuencias graves para la salud del paciente.

La tuberculosis (TB) como tal, es una enfermedad de declaracién obligatoria (EDO), mundialmente
distribuida con unos 10,4 millones de nuevos casos en 2016 segun la OMS y una incidencia media de 12
cada 100.000 habitantes en Espafia ese mismo afio.

Dentro de la TB, el DPTB es la segunda forma mas comun de tuberculosis extrapulmonar, tras la afectacion
ganglionar; y la cuarta causa méas comun de derrame pleural, tras las neoplasias, la insuficiencia cardiaca
y la neumonia.

Este derrame tiene lugar en el espacio pleural, delimitado por la pleural parietal y la pleura visceral, con 10-
20 pm de ancho y que en condiciones normales esta ocupado por el liquido pleural.

Este liquido presenta un volumen de 0,1-0,2 mL/kg de paciente, color claro e inodoro, con una concentracion
de proteinas de 1-1,5 g/dL, una celularidad de 1500 células/ul de predominio monocitico y que se encuentra
en equilibrio dinamico entre su formacion y su eliminacion, gracias al juego de presiones hidrostatica y
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coleidosmatica entre los capilares viscerales y los parietales, a la permeabilidad de la membrana y al
drenaje linfatico.

El derrame va a ocurrir tras la ruptura de un foco caseoso subpleural que libera los bacilos contenidos en
su interior y origina una reaccion de hipersensibilidad retardada que rompen las fuerzas que mantienen el
equilibrio dinamico, principalmente un deterioro del drenaje linfatico, por aumento del contenido en esta
zona, y un aumento de la permeabilidad de la membrana pleural, permitiendo el paso de macromoléculas
que nos serviran como biomarcadores.

Esta reaccion de hipersensibilidad tiene lugar cuando los antigenos micobacterianos interaccionan primero
con las células presentadoras de antigeno y, después, con los linfocitos T CD4+. En esta reaccion se van
a liberar ciertas citoquinas que favoreceran la activacion de la actividad antimicobacteriana de los
macréfagos, que actuaran fagocitando y opsonizando las micobacterias. Entre las sustancias liberadas en
esta cascada inmunitaria, tenemos el interferén gamma y la enzima adenosina desaminasa, de las que mas
adelante hablaremos por su valor diagnostico. Al principio observaremos un claro aumento de células
polimorfonucleares, pero a las dos semanas tendremos un predominio linfocitico en la zona.

Tests de amplificacion  Mycobacterium tuberculosis

Célula T CD4 naive

expansion clonal y diferenciacion

l Activacion célula T CD4+

IFN-y estimulado

_—Y por ESAT-6/CFP-10

r’.
Activacion neutréfilos ——————— |
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Quimoquinas
Expresién de coestimuladores B7
s 59 = s Expresion de moléculas CMH
Opsonizacion y fagocitosis IL-6

ADA
Lisozima, neopterina

Figura 2. Esquema de la reaccion de hipersensibilidad retardada.

El DPTB puede ser tanto manifestaciéon de una infeccién primaria, como de una reactivacion de la
enfermedad, siendo esta Ultima la que predomina en paises desarrollados. Ademas, es particularmente
relevante en la etapa actual de infeccién por VIH, siendo frecuente en la practica clinica de esta enfermedad.
Seria esperable, por toda la cascada de reaccion inmune que hemos vistos antes, que esta manifestacion
fuese mas frecuente en inmunocompetentes, pero generalmente no es asi. Los inmunocompetentes
controlan la infeccién y en los inmunodeprimidos permanece el bacilo durante mucho mas tiempo, lo que
provoca una alteracion aun mayor de las fuerzas. Ademas, aun teniendo pocos linfocitos T CD4+, estos se
activan y van al foco de la infeccion.

Dentro de las manifestaciones clinicas mas relevantes tenemos fiebre, dolor toracico y tos. El derrame suele
ser unilateral y de tamafio variable.

El diagndstico confirmatorio, o gold standard, es el microbiolégico que se caracteriza por la demostracion
de bacilos tuberculosos tras cultivo en esputo, liquido pleural o en las muestras de biopsia pleural, o bien la
observacion de granulomas en esta Gltima.

Estos métodos confirmatorios para el diagnostico tienen limitaciones. Al ser el DPTB paubacilar, los
métodos microbiolégicos utilizados son poco sensibles. Ademas, en muchas ocasiones, el estado



inmunolégico del paciente interviene en la rentabilidad de las muestras (a mejor estado inmunolégico, menor
rentabilidad). A esto se suma el tiempo de espera prolongado para obtener resultados y necesidad de utilizar
técnicas invasivas como la biopsia pleural.

La tincién del liquido pleural para el diagndstico de DPTB en un paciente inmunocompetente presenta una
rentabilidad <5%. De esta misma forma, la rentabilidad del cultivo suele oscilar entre 24-60%, con tiempos
de espera prolongados.

Recientemente se han incorporado técnicas moleculares de amplificacion de acidos nucleicos, pero también
presentan baja rentabilidad, con especificidades del 100% pero sensibilidades del 15-27%. Esto, unido a su
elevado precio, hace que no se realicen de rutina en el diagnéstico de DPTB.

Para solventar este problema, se ha propuesto la combinacion de biomarcadores derivados del andlisis del
liquido pleural que, junto con el cuadro clinico y las caracteristicas del derrame, resultan Utiles para
establecer un diagnostico precoz o probable de DPTB con el fin de comenzar lo mas rapido posible el
tratamiento antituberculoso y proceder al aislamiento del paciente.

Dentro de los biomarcadores usados tenemos los criterios de light, un analisis de la celularidad y de la
bioquimica bésica, y por ultimo los valores obtenidos del analisis del interferon gamma y de la enzima
adenosina desaminasa.

CRITERIOS DE LIGHT

Estos criterios descritos por Light en el afio 1972 nos van a permitir determinar si el liquido es un exudado,
caracteristico del DPTB, o un trasudado. Para ello determinaremos valores como la LDH o las proteinas en
el liquido, y los compararemos con los niveles de estos en suero.

TRASUDADO | EXUDADO
Relacion LDH <0.6 0.6
pleural/suero
Relacion
Proteinas <0,5 > 0,5
pleural/suero
= a 2/3 del > De 2/3 del
LDH en liquido | limite superior | limite superior
pleural normal de LDH del valor
sérica normal sérico

Figura 3. Criterios de Light

CELULARIDAD Y BIOQUIMICA BASICA

Respecto a la celularidad, observaremos un aumento sustancial de la misma. En funcion del estado de la
enfermedad en la que nos encontremos, veremos predominio de un tipo de células u otro.

En las dos primeras semanas veremos un aumento de células polimorfonucleares, principalmente
macréfagos que son los primeros en activarse. Esta situacion no es muy frecuente en la practica clinica ya
que los sintomas suelen empezar mas tarde.

En las semanas posteriores veremos un aumento linfocitario de hasta el 50%.

Dentro de la bioquimica veremos una concentracion de proteinas superior a 30 g/L, derivada del aumento
de la permeabilidad de la membrana pleural, asi como una concentracion de glucosa inferior a los niveles
séricos derivada del consumo micobacteriano. El pH suele encontrarse alrededor de 7,3.

INTERFERON GAMMA

El interferbn gamma es una citoquina proinflamatoria liberada por los linfocitos T CD4+ que favorece la
actividad antimicobacteriana de los macréfagos.
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En el laboratorio la podemos determinar de dos maneras:

1- Manera indirecta: determina el interferon gamma liberado por las células mononucleares del
liquido pleural tras su estimulacién con antigenos especificos de M. tuberculosis.

2- Manera directa: mediante un Elisa tipo sandwich (se prefiere esta técnica ya que la presencia del
segundo anticuerpo aumenta la especificidad y la sensibilidad de la técnica por amplificacién de la
sefal.

Para analizar su valor diagnéstico, uno de los Ultimos estudios y mas amplios fue un metaandlisis realizado
por Jiang J. et al. llamado Diagnosis value of interferon-gamma in tuberculous pleurisy: A metaanalysis.
Chest que incluye 22 articulos con 2101 pacientes, de los cuales 718 tenian DPTB.

En este metaanalisis se concluyé que el interferon gamma tenia una sensibilidad del 89% y una
especificidad del 97%, y que existe una rentabilidad superior, aunque no significativa, a la de la enzima
adenosina desaminasa (ADA), puesto que en la préctica clinica también presenta algunas limitaciones.

La primera es que no existe un punto de corte universal, se habla de valores de 140-240 pg/mL segun el
estudio. La segunda es que existen varias técnicas y no estan ni estandarizadas ni existe una
intercambiabilidad completa entre ellas.

Ademas, se usan distintas unidades de medida, su determinacién es muy cara y esta aumentado también
en derrames hematoldgicos y empiemas.

Con esto el estudio determiné que si se puede usar como apoyo diagndéstico, pero no como criterio unico.

ADENOSINA DESAMINASA

Es el biomarcador mas utilizado. Es una enzima derivada del metabolismo de las purinas que cataliza la
transformacion de adenosina en inosina mas amonio.

Durante los afios 80, varios autores determinaron la relacion entre el aumento del ADA en liquidos
bioldgicos que presentan una respuesta inmune tipo celular, teniendo un papel relevante en la proliferacion
de linfocitos T. Existen dos isoenzimas, siendo la ADA2 la que se eleva principalmente en el DPTB, ya que
solamente se encuentra en los monocitos y en los macréfagos y se suele elevar cuando tienen un
microrganismo en su interior, caracteristica que hace que también se eleve en los DPTB con bajo nimero
de linfocitos T CD4+, por lo que su determinacion también es (til en inmunodeprimidos.

Aunque la rentabilidad del ADA2 es ligeramente superior, su uso no parece adecuado en la practica clinica
ya que es un proceso con mucha complejidad y con un gran nimero de pasos, lo que aumenta la posibilidad
de error y aumenta el coste del proceso.

En la practica se mide el ADA por tres métodos, todos estandarizados e intercambiables. Estos métodos
son el colorimétrico de Giusti, cinéticos manuales y cinéticos automatizados, siendo este Ultimo el mas
extendido en la préctica clinica.

Este método cinético automatizado se caracteriza por usar el producto de la reaccién catalizada por la ADA,
el NHs. La concentracion catalitica se determina empleando la reaccion acoplada a la enzima glutamato
deshidrogenasa (GIDH) a partir de la desaparicion del NADH, todo esto medido a 340 nm.

Se suele utilizar un punto de corte de 35-40 U/L.

Tenemos que tener en cuenta que el ADA también se encuentra elevado en empiemas, linfomas y derrames
paraneumonicos complicados. Todas estas elevaciones se deben principalmente a la isoenzima ADAL. Las
dos primeras son mas facilmente distinguibles del DPTB por la clinica del paciente, por lo que siempre se
tiene que tener en cuenta.

Para examinar la eficacia de la ADA se han publicado bastantes articulos. Uno de los ultimos es un
metaanalisis de los estudios espafioles publicados hasta la fecha por el grupo del Hospital Arnau de
Villanova de Lleida que fue publicado en archivos de bronconeumologia en 2019. El objetivo era determinar
la eficacia de la ADA independientemente de la técnica utilizada y del punto de corte.

Se incluyeron 16 estudios con 4147 pacientes, de los que 1172 tenian DPTB. Como criterios de inclusion
establecieron que se hubiese realizado un diagnéstico confirmatorio positivo y que proporcionaran
suficientes datos para calcular la eficacia diagnostica.



Tras el andlisis estadistico de los datos, determinaron una sensibilidad del 93%, una especificidad del 92%,
un likehood ratio positivo de 12 y uno negativo de 0,08. Este metaandlisis demuestra la alta rentabilidad de
la ADA pleural para el diagnéstico de TB en poblacién espafiola. Unas concentraciones elevadas
(generalmente = 35-40 U/L) incrementan significativamente la probabilidad de DPTB (LR positiva = 12),
mientras que unos valores bajos la reducen (LR negativa = 0,08).

Afadir que la ADA se determina de forma rutinaria en paises donde la prevalencia de TB como causa de
DP es alta/moderada. En estos paises la rentabilidad del ADA es tan elevada, que se podria prescindir de
la biopsia pleural para el diagnostico. Segun este estudio, al hablar del ADA en paises con alta prevalencia,
el valor predictivo positivo es tan alto que un valor alto de ADA indicaria la existencia de un DPTB activo.

Donde la prevalencia es baja, el valor predictivo positivo es bajo ya que hay otras muchas causas de
derrame con aumento de ADA, por lo que la utilidad radicaria en poder descartar la enfermedad (elevado
valor predictivo negativo).
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Figura 4. Eficacia de los valores predictivos en funcién de la prevalencia

Como conclusion, hemos de decir que la ADA no deja de ser un marcador inflamatorio, por lo que no
sustituye al cultivo ni informa sobre la sensibilidad de los farmacos antituberculosos.

| Clinical-radiclogical suspicion of PTB |

cell count, cytology

Pleural lymphocytic exudate
with negative cytology

Pleural ADA Pleural ADA
=35 1U <35 1U

(Very likely PTB =95%)

v + !
- High prevalence area of T8 - Low prevalence area of T8 No PTE
with low rate of resistance and/oir high rate of resistance (PTB unlikely, <5%)
- Age <35 years - Cuiture, staining pleural fluid
- Lymphocytes/neutrophils =0.70 - Closed pleural biopsy:
Staining, culture and histology
l Consides other diagnosis
=+ repeat pleural biopsy
| Consider PTB

PTB diagnosis:
Presence of mycobacteria
and/or necrotizing granulomas.

Figura 5. Algoritmo clasico para el establecer el diagnéstico presuntivo de DPTB
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Ante un ADA elevado, se puede comenzar el tratamiento realizando lo que se denomina un diagnéstico
presuntivo, pero es conveniente realizar un diagndstico microbiolégico confirmatorio.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se han establecido algoritmos combinando estos parametros para
establecer este diagndéstico presuntivo.

CONCLUSIONES

»  Los diagnosticos de certeza presentan limitaciones.

*  Se ha utilizado la determinacion en liquido pleural de biomarcadores para mejorar el rendimiento
diagndstico.

*  El uso combinado del analisis bioquimico (ADA, interferon gamma, recuento celular) del liquido
pleural con el analisis microbiolégico ayuda a acelerar el diagndstico y a iniciar mas rapidamente
el tratamiento.

CASO CLINICO:

Varén espafiol de 32 afios, derivado desde centro penitenciario por presentar fiebre de hasta 40°C y tos no
productiva de varios dias de evolucion.

Como antecedentes personales destaca una gastritis por H. pylori, fumador activo de 5-6 cigarrillos diarios
y una prueba de la tuberculina negativa del afio anterior.

El paciente refiere presentar trepopnea derecha y sudoracion de tipo nocturno. A la exploracion fisica se
observa dolor de tipo pleuritico sin cuadro constitucional asociado, asi como murmullo vesicular conservado
con semiologia de derrame pleural derecho hasta campo medio.

Ante la sospecha de DPTB se solicitdé una radiografia de térax en la que se objetivé un derrame pleural
derecho hasta campo medio. Se solicité una prueba de la tuberculina, que fue positiva, y se realizé una
toracocentesis diagndstica en la que se obtuvo un liquido pleural que se envié para estudio microbiolégico
y cito-bioquimico, obteniendo los siguientes resultados:

o Tincion de fluorescencia: negativa.

o Cultivo: pendientes.

o Exudado segun criterios de Light

o pHde 7.36.

o Recuento leucocitario elevado con predominio mononuclear (77% linfocitos),
o ADA: 70.10 U/l (VN:<40 U/l)

o INTgamma: >100 pg/ml.

Teniendo en cuenta el cuadro clinico del paciente, los resultados cito-bioquimico del liquido y la positividad
de la prueba de la tuberculina, se procedid al aislamiento y se inicié terapia antituberculosa pese a no
presentar un diagndstico microbiolégico confirmatorio.



Figura 6. Radiografia de tdrax mostrando derrame pleural derecho hasta campo medio

REFERENCIAS:

1. Porcel JM, Esquerda A, Vives M, Bielsa S. Etiologia del derrame pleural: analisis de mas de 3.000
toracocentesis consecutivas. Arch Bronconeumol. 2014;50(5):161-5

2. Ferreiro L, San José E, Valdés L. Derrame pleural tuberculoso. Arch Bronconeumol. 2014;
50(10):435-43

3. Palma RM, Bielsa S, Esquerda A, Martinez-Alonso M, Porcel JM. Eficacia diagnéstica de la
adenosina desaminasa en liquido pleural para diagnosticar tuberculosis. Metaanalisis de estudios
espafioles. Arch Bronconeumol. 2019;55(1):23-30

4. Jiang J, Shi HZ, Liang QL, Qin SM, Qin XJ. Diagnostic value of interferon-gamma in tuberculous
pleurisy: A metaanalysis. Chest. 2007; 131(4):1133-41.

5. Valdés L, San José ME, Pose A, Gude F, Gonzalez-Barcala FJ. Diagnosing tuberculous pleural

effusion using clinical data and pleural fluid analysis. A study of patients less than 40 years-old in
an area with a high incidence of tuberculosis. Respir Med. 2010;104(8):1211-7.

89



90

CISTATINA C

Autores: Irene Gonzélez Martinez, Cecilia Cueto-Felgueroso Ojeda

Servicio de Andlisis Clinicos y Bioguimica Clinica, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Palabras clave: funcion renal, filtrado glomerular, creatinina, cistatina C.

INTRODUCCION

La evaluacion precisa de la funcion renal es clave para la identificacion y el manejo de la enfermedad renal
crénica, sin embargo, las primeras etapas de la enfermedad son silenciosas y no se detectan con pruebas
de rutina. Actualmente, el estudio de la funcion renal se realiza mediante la medida de la concentracion
sérica de creatinina y una aproximacion del filtrado glomerular obtenida normalmente mediante una
ecuacion. La obtencion del filtrado glomerular es una medida directa de la funcién renal y éste se reduce
antes de la aparicion de los sintomas de fallo renal. Sin embargo, a pesar de la amplia implementacién de
estas recomendaciones en la poblacion adulta, apenas ha tenido repercusion en la poblacion pediétrica (1).

En la enfermedad renal crénica se produce una pérdida de la capacidad depurativa y de mantenimiento de
la homeostasis hidroelectrolitica. La variabilidad de su expresion clinica es debida a su distinta
etiopatogenia, a la estructura del rifién afectada y a su velocidad de progresion. La historia natural de la
enfermedad conduce hacia una disminucion progresiva del filtrado glomerular hasta llegar, en algunos
casos, a cifras que requieren tratamientos sustitutivos como la didlisis o el trasplante. Ademas, esta
asociada a una elevada mortalidad en nifios: del 20% a los cinco afios tras el inicio de la dialisis y del 5 %
tras el trasplante renal (2). Alguno de los factores de riesgo en adultos de la Enfermedad renal crénica como
la diabetes mellitus o la hipertension arterial, pueden iniciarse en la infancia por lo que es importante la
identificacion de estos factores y la puesta en marcha de medidas que puedan enlentecer la progresion de
la enfermedad (1). El diagnéstico se basa en la presencia de alteraciones en la funcion o en la estructura
del rifidén durante mas de 3 meses. La alteracion de la funcion renal se define por un valor de filtrado
glomerular inferior a 60 mL/min/1.73 m2 (3).

El filtrado glomerular depende del niumero de nefronas con capacidad de filtracion y se mide mediante el
aclaramiento renal o plasmatico de un marcador. Corresponde al volumen de plasma del que dicho
marcador es eliminado totalmente por el rifién por unidad de tiempo. Los marcadores pueden ser exdgenos
como la inulina o radiois6topos 0 endégenos como la creatinina y la cistatina C (4).

Inulina J
Exdgenos <
d Radioisotopos

Creatinina J
Enddgenos J<
Cistatina C J

Marcadores

Figura 1. Marcadores usados para la determinacion de aclaramiento renal

MARCADORES ENDOGENOS: creatinina y aclaramiento de creatinina

La creatinina es el parametro mas utilizado en la préctica clinica con el fin de evaluar la funcion renal. Es
un producto metabdlico de la creatina y su produccion es proporcional a la masa muscular del individuo.
Debido a su pequefio tamafio y a su falta de unién a proteinas plasmaticas, se filtra libremente por el
glomérulo. Sin embargo, es también secretada activamente por el tdbulo proximal por lo que cuando
disminuye el filtrado glomerular, la secrecion tubular aumenta, produciéndose una sobreestimacion del
filtrado de entre un 10-40% siendo mayor en pacientes con glomerulopatias. Ademas, la creatinina esta
influenciada por la talla, la edad, el sexo, la raza y el estado nutricional del paciente, condicionando que su
concentracion sérica presente una elevada variabilidad biolégica interindividual (4,5).



La relacion entre la creatinina y el filtrado glomerular no es lineal, por lo que son necesarios descensos
importantes del mismo para que la concentracion de creatinina se sitde por encima de los valores de
referencia. Debido a ello, a veces es dificil la interpretacion en nifios, en parte debido a la elevacién
fisiolégica de creatinina por el aumento de la masa muscular debida al crecimiento (6).

El aclaramiento de creatinina se obtiene a partir de la concentracion en suero y de su secrecion en orina de
24 horas. Esta medida, requiere de una precisa recogida de orina en un tiempo conocido, hecho que es
dificil de conseguir en nifios. La posible inexactitud del periodo de diuresis y la posible secrecion tubular de
creatinina hacen que el aclaramiento de creatinina sea poco practico en la rutina diaria (7).

Con el fin de obviar el problema de la recogida de orina se han desarrollado férmulas que tratan de obtener
una estimacion del filtrado glomerular a partir de la concentracion sérica de creatinina y de variables como
la edad, el sexo, la tallay la raza.

Basadas en la concentracion sérica de creatinina
Schwartz, 1976 (mL/min/1,73 m?) k" x (talla/Cr)

Counahan-Barratt, 1976 0,43 x (talla/Cr)

(mL/min/1,73m?)

Léger, 2002 (mL/min) 0,641 x (peso/Cr) + 16,063 x (talla?)/Cr)

BCCH1, 2006 (mL/min/1,73m?) 1,18 +(0,0016 x peso) + (0,01 x talla) + ([149,5/Cr x 88,4]) — (2141/[Cr x 88,4]%)

Schwartz-IDMS, 2009 0,413 x (talla/Cr)

(mL/min/1,73m?)

Schwartz-Lyon, 2011 0,373 x (talla/Cr)

(mL/min/1,73m?) 0,418 x (talla/Cr) para varones mayores de 13 anos

Gao, 2013 (mL/min/1,73m?) 0,68 x (talla/Cr) —0,0008 x (talla/Cr)? + (0,48 x edad) — (21,53 para nifios 0 25,68
para ninas)

Tabla 1. Formulas propuestas para el célculo del FG a partir de la concentracion
plasmatica de creatinina (3)

Existen numerosos factores que afectan al célculo del filtrado glomerular cuando se obtiene a partir de la
creatinina o el aclaramiento, la mayoria de ellos relacionados con la dependencia de este marcador con las
variables mencionadas anteriormente.

Sobrestiman el FG Subestiman el FG
Secrecién tubular de creafinina aumentada (hasta un 30% en la insuficiencia Reabsorcién de creatinina con flujo urinario
renal crénica) bajo
Recogida urinaria superior a la considerada en el calculo (frecuentemente se Recogida urinaria incompleta
incluye la primera orina del dia)
Actividad fisica disminuida Actividad fisica aumentada
Dietas vegetarianas Dietas hiperprofeicas
Masa muscular disminvida: malnutricién Masa muscular aumentada

Eliminacién de creatinina extrarrenal [en la uremia esté aumentada la secrecién
goastrointestinal)

Presencio de seudorreactantes que interfieren con la lectura de la creatinina: Farmacos que inhiben la secrecién tubular
bilirrubina, algunos farmacos

Tabla 2. Factores que afectan al FG (4)

MARCADORES ENDOGENOS: Cistatina C

La cistatina C es una proteina no glucosilada de bajo peso molecular (13kDa) sintetizada de forma constante
por la mayoria de células nucleadas. Es una proteina inhibidora de la cisteinproteasa y presenta una amplia
distribucion tisular. Tiene un punto isoeléctrico de 9,3 por lo que es una proteina catiénica a pH fisioldgico.
Debido a su pequefio tamafio y carga positiva, se filtra libremente por el glomérulo y se reabsorbe en el
tubulo proximal donde se cataboliza completamente por las células tubulares por lo que no retorna al
torrente sanguineo (5). La concentracion de cistatina C en orina en condiciones normales es muy baja, de
entre 0,03 y 0,3 mg/mL por lo que también puede utilizarse como indicador de dafio tubular ya que en ese
caso encontrariamos concentraciones detectables en orina (8).

La concentracion sérica de cistatina C se encuentra aumentada en caso de fallo renal y a diferencia de la
creatinina no depende del sexo, talla o dieta (9).
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Edad Rango de referencia (mg/l)

Prematuros 1,342,57
Neonatos 1,362,23
Menores de 1 aiio 0,75-1,87
1-3 afos 0,68-1,60
4-19 aios 0,580,92

Tabla 3. Rangos de referencia de cistatina C en nifios (4)

Al igual que con la creatinina, se han propuesto férmulas que de forma exponencial o logaritmica relacionan
la concentracién plasmatica de cistatina C con el filtrado glomerular.

Basadas en la concentracion sérica de cistatina C
Filler, 2003 (mL/min/1,73 m?) 91,62 x CisC~ 112
Grubb, 2005 (mL/min/1,73 m?) 84,69 x CisC 480 x 1,384 (si edad < 14)
Zappitelli, 2006 (mL/min/1,73 m?) 75,94/CisC""7 x 1,2 (si TR)
Schwartz, 2012 (mL/min/1,73 m?) 70,69 x CisC %91

Tabla 4. Formulas propuestas para el célculo del FG a partir de la concentracion
plasmatica de cistatina C (1)

En la gréfica se presenta la correlacion entra la concentracion de cistatina C y el filtrado glomerular calculado
a través de las férmulas propuestas por diversos autores. Se observa cémo debido a la relacion logaritmica,
bajas concentraciones de cistatina C condicionan grandes cambios en el filtrado glomerular y una
concentracién de cistatina C superior a 4 casi no produce variacion en el filtrado. Esto quiere decir que en
la insuficiencia renal terminal la concentracion de cistatina C no sigue aumentando y se desconoce dénde
realiza su catabolismo cuando se ha perdido por completo la funcién renal.

Cistatina C (mg/l)
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Figura 2. Correlacion entre la concentracion plasmatica de cistatina C y el FG (6)

UTILIZACION DE LA CISTATINA C EN DIVERSAS SITUACIONES CLINICAS

1. Marcador de funcion renal fetal y neonatal

La cistatina C sérica es un excelente marcador tanto de la funcion renal fetal como de la posnatal
inmediata, ya que, al contrario que la creatinina, no es excretada por la placenta materna.

En el periodo posnatal, la inmadurez renal produce una disminucién fisiolégica del filtrado
glomerular siendo en el recién nacido de 40 semanas un filtrado de 12 mL/min/1.73 m2y de 5
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mL/min/1.73 m2 en el prematuro de 28 semanas. Posteriormente comienza un rapido y progresivo
incremento del filtrado glomerular coincidiendo con la madurez nefronal. Finalmente, se alcanzan
valores similares a los de un adulto (100-200 mL/min/1.73 m?) entre los 15-24 primeros meses de
vida. Durante este periodo la creatinina apenas sufre modificaciones, permaneciendo estable con
valores entre 0,2 y 0,4 mg/dL. Esto es debido a que aunque el filtrado glomerular aumenta
progresivamente, también lo hace la produccién endégena de creatinina (10).

La cistatina C refleja el filtrado glomerular real desde el primer dia de vida en caso de displasia,
hipoplasia renal o uropatia obstructiva (11).

Insuficiencia renal aguda

La cistatina C permite una deteccién precoz, ya que sus niveles plasmaticos se elevan entre 36 y
48 horas antes de que lo haga la creatinina. Esto es debido a que los valores de creatinina no se
elevan hasta que el filtrado glomerular ha disminuido notablemente (4)

Insuficiencia renal crénica

La monitorizacion de los valores de cistatina C en nifios con insuficiencia renal crénica, permite un
seguimiento més exacto de la progresion del fallo renal al ser independiente del estado nutricional
y de las posibles infecciones o estados inflamatorios asociados del paciente.'? Dado el caracter
progresivo y su repercusion sobre el crecimiento y la nutricion, el diagnostico precoz de la
insuficiencia renal crénica en pediatria es fundamental para poder instaurar tratamientos eficaces.
La determinacion aislada de la creatinina puede ser insuficiente para detectar la fase aguda de la
insuficiencia renal crénica, es decir, para un filtrado glomerular de entre 60 y 90 mL/min/1.73 m2.
La independencia del tipo de enfermedad primaria y del estado inflamatorio o nutritivo, confiere a
la cistatina C una gran utilidad en el diagndéstico precoz y seguimiento de estos pacientes (1).

Trasplante renal

La cistatina C ha demostrado ser util en el diagndstico precoz del rechazo agudo, en la toxicidad
farmacoldgica y en la nefropatia del injerto. En esta Ultima situacion, la elevacién de la creatinina
es un proceso tardio al dafio renal que es muchas veces irreversible. Sin embargo, los datos de la
utilidad de la cistatina C en las fases iniciales del trasplante renal o cuando se utilizan dosis altas
de esteroides son controvertidas. La utilizacion combinada de anticuerpos anti-HLA, albuminuria y
cistatina C puede ayudar al diagnostico precoz o a indicar una biopsia renal (12).

INCONVENIENTES (13)

La determinacion de la cistatina C supone un mayor coste econdémico frente a la creatinina.

Existen interferencias en la determinacién de la concentracion de creatinina con hormonas
tiroideas. De esta forma, la cistatina C se sobreestima en el hipertiroidismo y se subestima en el
hipotiroidismo por lo que hay que tenerlo en cuenta en pacientes con estas patologias.

También podemos encontrar una concentracion alterada de cistatina C en situaciones de
cetoacidosis diabética.

Alteracion de su concentracion con el uso de corticoesteroides y ciclosporina A.
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ANALISIS DE LCR DESDE EL LABORATORIO DE URGENCIAS. CASOS PRACTICOS
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Palabras Clave: liquido cefalorraquideo, meningitis, derivacién ventriculo-peritoneal, hemorragia
subaracnoidea.

1. Localizacion y funcioén:

El liquido cefalorraquideo (LCR) esta contenido alrededor del cerebro y la médula espinal, concretamente
en el espacio subaracnoideo entre la membrana aracnoides y la piamadre, en los ventriculos del cerebro y
en las cisternas que lo rodean. El LCR se forma en los plexos coroideos a partir del plasma por mecanismos
de ultrafiltracion selectiva bajo la presién hidrostatica y la secrecién por transporte activo, por lo que su
composicion es diferente al plasma.

El LCR cumple funciones biolégicas muy importantes, dentro de las cuales destacan el aporte de nutrientes
al tejido nervioso y la eliminacion de desechos metabdlicos del sistema nervioso central (SNC) ademas de
conferir proteccion mecénica a este.

En el adulto, el volumen medio de LCR es de 150 mL y se renueva en un periodo de 5 a 7 horas. En el
recién nacido, el volumen oscila entre 10 y 60 ml, pudiéndose duplicar en nifios.

2. Composicion:

Como se haindicado antes, el LCR se forma a partir del plasma, pero su composicion es diferente. Respecto
a este, tiene una parecida osmolalidad, menor cantidad de bicarbonato, urea y glucosa y mucho menor
contenido de proteinas. Aproximadamente el 80% de las proteinas del LCR proceden del suero y el 20%
se producen intratecalmente. Las proteinas son transportadas desde el suero al LCR por pinocitosis o por
transportadores especificos y su concentracion depende del radio molecular, la carga, la concentracién
plasmatica de la proteina y el estado funcional de la barrera hematoencefalica. Dentro del 20% que se
produce intratecalmente, las proteinas especificas del LCR como la proteina basica de la mielina, la proteina
acida fibrilar glial o la beta-2-transferrina constituyen solo el 1-2% de las proteinas totales en el LCR normal.

3. Andlisis de LCR en el laboratorio de urgencias:

El andlisis de LCR se realiza principalmente ante la sospecha de hemorragias (subaracnoidea o
intracraneal), infecciones (meningitis y encefalitis), trastornos autoinmunitarios (como el sindrome de
Guillain-Barré y la esclerosis miltiple) y tumores cerebrales y otras neoplasias, siendo el andlisis del
laboratorio de urgencias clave en los dos primeros casos.

El LCR puede provenir de fistulas y drenajes aunque es obtenido principalmente a través de puncion lumbar.
Esta puncion se realiza entre la tercera y cuarta, o entre la cuarta y la quinta, vértebra lumbar con el paciente
recostado en posicion decubito lateral. En condiciones normales es seguro obtener hasta 20 mL de LCR en
un adulto. El liquido debe analizarse lo méas pronto posible y su manipulacion debe llevarse a cabo bajo
condiciones de seguridad y esterilidad, debido a su alto potencial infeccioso.

El laboratorio de urgencias llevara a cabo las siguientes determinaciones sobre el LCR:

e Examen macroscopico: Se comprobara la xantocromia del liquido.

e Contaje celular: El conteo de hematies y leucocitos se realizara en camara de Neubauer. Se
realizara la formula diferencial entre leucocitos mono y polimorfonucleares si procede.

. Bioquimica: Glucosa, Proteinas totales y Lactato.

3.1. Examen macroscopico:
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El aspecto normal del LCR es incoloro y cristalino, denominado coloquialmente “agua de roca”. Una
coloracion rojiza suele indicar presencia de sangre que puede ser debida a una hemorragia subaracnoidea
o intracraneal, infarto cerebral o a una puncién lumbar traumatica.

Es importante saber distinguir entre una hemorragia y una puncién traumatica. Si el aspecto hemorragico
aparece de forma uniforme en todos los tubos de muestra de LCR, nos indica hemorragia, mientras que en
la puncion traumatica la mayor concentracién de sangre se observa en el primer tubo y disminuye
gradualmente en los siguientes tubos. Ademas, en la puncién traumatica se observa un sobrenadante
incoloro y transparente tras la centrifugacion. El ndmero de leucocitos encontrados en la muestra
provenientes de la sangre se puede calcular, siendo aproximadamente un leucocito por cada 700 hematies
hallados en LCR. Por ultimo, la aparicion de coagulos es sugestiva de puncién traumatica ya que una
hemorragia intracraneal no produce suficiente fibrinégeno para coagular.

La xantocromia es la coloraciéon rosada, anaranjada o amarillenta del sobrenadante del LCR tras su
centrifugacién. Aparece después de una hemorragia subaracnoidea. De 2 a 4 horas después de la
hemorragia, el LCR presentara un color rosado/rojizo debido a la presencia de oxihemoglobina proveniente
de la hemdlisis. Doce horas después de la hemorragia aparecera un color amarillento debido a la
degradacion del grupo hemo de la oxihemoglobina a bilirrubina. Pueden aparecer falsas xantocromias
debido a una concentracién de proteinas totales en el LCR mayor de 1,5 g/L, bilirrubina procedente del
plasma cuando esta supera los 5 mg/dL, carotenoides por hipercarotenemia, melanina por un
melanosarcoma o por la demora en la centrifugacion de un liquido hemético por puncion traumatica

3.2. Contaje celular:

En cuanto a los hematies, la normalidad es su ausencia, siendo comun encontrarnos recuentos bajos
debido a la rotura de algun vaso durante la puncion.

Respecto a los leucocitos, en adultos sanos se considera normal la presencia de hasta 5 leucocitos/pL,
entre 5 y 10 leucocitos/pL se considera limite de la normalidad y superior a 10 leucocitos/pL es elevado.
Mas de dos tercios son linfocitos morfolégicamente similares a los de la sangre periférica, mayoritariamente
tipo T (alrededor del 97%). En neonatos es normal la presencia de hasta 30 leucocitos/uL,
predominantemente monocitos. Se produce un recuento elevado de células nucleadas en numerosas
situaciones. Su valor asume una significacion especial en el diagndstico de meningitis, predominando los
neutrdfilos en las de origen bacteriano y los linfocitos en las de origen viral.

No podemos olvidar que se puede observar la presencia de células neoplasicas en LCR en diversas
situaciones como metastasis, neoplasias hematopoyéticas o procedentes de un tumor cerebral primario.

3.3. Bioquimica:

3.3.1. Glucosa: La concentracion de glucosa en el LCR deriva de la glucosa plasmatica mediante transporte
facilitado y difusion simple. Se considera normal un coeficiente Glu Lcr /Glu suero Situado aproximadamente
entre 0.5y 0.8. Una concentracion de glucosa en LCR menor de 18 mg/dL se considera altamente predictiva
de meningitis bacteriana independientemente del coeficiente. El coeficiente tiene otras limitaciones: en
recién nacidos y en pacientes con graves hiperglucemias ya que la concentracion de glucosa en LCR
raramente supera los 300 mg/dL.

3.3.2. Proteinas: el rango normal de concentracion de proteinas en LCR es 0.15-0.45 g/L. La albdmina
representa del 50% al 60% del total de proteinas y representa un 0,4% del nivel plasmatico. La elevacién
de la concentracion de proteinas en LCR tiene su origen en diversas causas como: A) un aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefélica en enfermedades inflamatorias, B) un flujo reducido de LCR,
debido por ejemplo a un tumor, que implica mas tiempo para lograr el equilibrio de proteinas entre el LCR
y el plasma, C) Sintesis intratecal, como por ejemplo la sintesis de inmunoglobulinas en esclerosis mdltiple
0 D) destruccion del tejido cerebral.

3.3.3. Lactato: La concentracién de lactato en LCR es independiente de la concentracién de lactato sérico.
Los niveles normales en LCR varian de 1.1 hasta 2.4 mmol/L. Su aumento se produce por glucdlisis del
sistema nervioso central secundaria a hipoxia, isquemia, convulsiones, hemorragia subaracnoidea o
meningitis. Su determinaciéon ayuda a discriminar entre meningitis viral y bacteriana, siendo una



concentracion superior a 4.2 mmol/L predictiva de meningitis bacteriana y una inferior a 4.2 mmol/L
predictiva de meningitis viral.t

4, Caso clinico A:

Varén de 25 afios, portador de derivacion ventriculo-peritoneal (DVP) por hidrocefalia a los 9 meses que
acude a urgencias por cuadro de cefalea frontal iniciado esa mafiana. Esta cefalea se acompafia de
nauseas y vomitos, que no cede con analgesia habitual y que le recuerda a episodios previos de mala
funcién valvular. Se realiza un TAC craneal en el que se objetiva un aumento del sistema ventricular
compatible con un defecto de drenado de la DVP. Ingresa para estudio y cirugia.

Los resultados obtenidos en el analisis del LCR:

Contaje celular

Hematies (céls/pL) 28800
Leucocitos (céls/uL) 60 (0-10)
% polimorfonucleados 80
% monomorfonucleados 20
Xantocromia No xantocrémico
Glucosa (mg/dL) 85 (50-80)
Proteinas totales (g/L) 0.26 (0.15-0.45)

Tabla 1. Resultados del analisis de LCR del paciente A

Los cultivos de LCR fueron negativos.

Se procede a cirugia de urgencia. Se recambia catéter proximal y valvula. Tras la cirugia el paciente se
recupera de la clinica que motivo el ingreso y se realiza un TAC que muestra la resolucion de la hidrocefalia.
La herida presenta buen aspecto sin datos de infeccion ni fistula de LCR. Debido a la buena evolucién se
decide alta domiciliaria.

En este paciente nos encontramos con un liquido con un elevado recuento celular que no se debe a una
infeccion o hemorragia. Existen varios factores que nos indican que las células proceden de una
contaminacion por sangre durante la recoleccion de muestra. El mas importante es que el sobrenadante del
liquido fue incoloro y transparente (liquido no xantocromico) lo que nos indica que la presencia de los
hematies en el LCR es reciente. Ademas, los resultados de la bioquimica fueron normales y el porcentaje
de leucocitos polimorfonucleados es muy semejante al encontrado en sangre (74%).

5. Caso clinico B:

Recién nacido con madre de 20 afios, sana y primigesta con embarazo controlado, curso del embarazo
normal y parto eutdcico que no presenta signos de infeccion. Desarrolla problemas con la lactancia,
concretamente con el enganche, en las primeras 24 horas de vida. A las 36 horas presenta irritabilidad,
pérdida de peso del 8,7 %, respecto a peso del nacimiento, y 38,4°C de temperatura. Se realiza puncion
lumbar para descartar infeccion.

Los resultados obtenidos en el analisis del LCR:

Contaje celular
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Hematies (céls/pL) 19

Leucocitos (céls/yL) 0 (0-30)

% polimorfonucleados -

% monomorfonucleados -

Xantocromia No xantocrémico

Glucosa (mg/dL) 51 (34-119)

Proteinas totales (g/L) 0.66 (0.3-1.4)

Tabla 2. Resultados del andlisis de LCR del paciente B

Los cultivos bacterianos y PCR para virus resultaron negativos. Su evolucion fue favorable con suplementos
de leche materna y formula de inicio. Recibid antibiéticos (ampicilina y gentamicina) durante 2 dias hasta
descartar proceso infeccioso y recibe el alta a los 3,5 dias.

La interpretacion del LCR de recién nacidos conlleva un reto mucho mas complicado que la de adultos
debido a los rangos de referencia mas amplios, pudiendo encontrarnos valores para glucosa, proteinas
totales y leucocitos normales que resultarian patolégicos en el adulto.

En este caso, la ausencia de xantocromia y leucocitos, los resultados de glucosa y proteinas totales en LCR
dentro de los rangos de referencia y un pequefio nimero de hematies que puede deberse a la rotura de
pequefios vasos sanguineos durante la puncion, son altamente sugestivos de ausencia de infeccion.

6. Caso clinico C:

Varén de 51 afios que es traido a urgencias de madrugada por fiebre, vomitos y alteracion del
comportamiento. Entre sus antecedentes médicos destacan: infeccién cronica por VIH, hepatopatia crénica
por VHC, lesién medular con paraparesia secundaria de miembros inferiores por herida de arma de fuego
y esplenectomia, con historia de vacunaciones imperfecta.

Se le realiza un TAC craneal sin hallazgos significativos y una puncién lumbar. Los resultados obtenidos en
el andlisis del LCR:

Contaje celular

Hematies (céls/pL) 190
Leucocitos (céls/uL) 368 (0-10)

% polimorfonucleados 85

% monomorfonucleados 15

Xantocromia

Glucosa (mg/dL)

Xantocrémico

1 (50-80)

Proteinas totales (g/L)

7.45 (0.15-0.45)

Lactato (mmol/L)

16.5 (1.1-2.4)

Tabla 3. Resultados del analisis de LCR del paciente C




Los cultivos de LCR y hemocultivos resultaron positivos para Streptococcus pneumoniae sensible a
penicilina.

El paciente fue sometido a un tratamiento antibiético empirico con cefotaxima a dosis elevadas hasta
conocer sensibilidad a penicilina, y simplificacion a ceftriaxona 4 g/d hasta completar 12 dias de tratamiento
antibiético. Ademas, dexametasona a dosis elevadas durante las primeras 48 horas. Con ello sufre una
rapida mejoria del estado general y del nivel de conciencia, con desaparicion progresiva de la fiebre y
reduccion de la cifra de leucocitos y de proteina C reactiva y es dado de alta.

En este caso nos encontramos un recuento alto de leucocitos que no pueden ser explicados por puncion
traumatica ya que tenemos un recuento de hematies menor, con claro predominio polimorfonuclear, glucosa
inferior a 18 mg/dL, proteinas altas y un lactato superior a 4.2 mmol/L, siendo todo ello altamente predictivo
de meningitis bacteriana. El analisis del LCR en el laboratorio de urgencias permite orientar el tratamiento
antibiético empirico hasta conocer el resultado de los cultivos.
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Introduccién

La determinacion de drogas de abuso consiste en detectar una 0 mas sustancias ilegales y/o legales en
orina 0, con menor frecuencia, en sangre, saliva, cabello o sudor.

Las pruebas de determinacion de drogas de abuso suelen empezar con una prueba inicial de cribado
seguida de una segunda prueba confirmatoria que identifica y/o confirma la presencia de una o mas
sustancias.

Criterios de eleccién de toxicos

Los principales criterios son el impacto clinico, la epidemiologia y alertas sanitarias en la poblacién objetivo
y la disponibilidad tecnol6gica.

Hay dos aplicaciones clinicas principales: el analisis cualitativo, en caso de intoxicaciones agudas o
presencia de sindromes de abstinencia en recién nacidos y el analisis cualitativo en caso de téxicos como
el etanol, las benzodiazepinas y la metadona.

Existe una propuesta de la Federacion Espafiola de Toxicologia Clinica (FETOC) sobre la disponibilidad
minima de analitica toxicolégica en funcién del nivel asistencial (1).

Cribado basico y ampliado

La mayoria de los laboratorios efectian un cribado basico por inmunoensayo en orina. En algunos centros
se realiza un cribado ampliado mediante métodos cromatogréaficos ante la presencia de resultados positivos
o una fuerte sospecha clinica de intoxicacion.

Interpretacién de resultados

Para valorar correctamente los resultados del test de drogas debemos tener en cuenta los siguientes
conceptos:

1. Valor de corte

El resultado es positivo o negativo en funcion del valor de corte de cada prueba, que lo indica el fabricante
en funcion de recomendaciones de guias internacionales.

La deteccioén positiva de drogas en orina solo es indicativa de que se detecta la droga y/o sus metabolitos
por encima de una concentracion conocida.

Un resultado negativo sélo es indicativo de que no se detecta la droga y/o sus metabolitos por encima de
una concentracién conocida.

El valor de corte maximo recomendado es establecido por diferentes sociedades cientificas, como la
European Workplace Drug Testing Society (2) o la Substance Abuse and Mental Health Services
Administration (3).

2. Tiempo de deteccion
El tiempo durante el cual una sustancia puede ser detectada depende de muchos factores, entre ellos:

— Matriz de deteccion (orina, sangre, saliva, etc.).



— Forma de consumo.

— Dosis.

— Tipo de consumo (ocasional o habitual) y el tiempo transcurrido desde la toma.
— Farmacocinética de la sustancia (liposolubilidad).

— Hidratacion, pH de la orina.

— Variabilidad interpersonal (masa corporal, genética, metabolismo, etc.).

— Interacciones farmacolégicas.

La matriz de deteccidn preferida para el analisis es la orina, debido a su facil acceso, su rapida acumulacién
y la alta concentracion alcanzada del toxico. Otras matrices utilizadas son la sangre, la saliva o el sudor.

Matrices alternativas son el meconio en los recién nacidos, donde la ventana de deteccion incluye los dos
Ultimos trimestres del embarazo, y el pelo, que permite una detecciébn de consumo cronico donde
aproximadamente cada centimetro corresponde aproximadamente a un periodo de tiempo de un mes.

Otros aspectos a tener en cuenta en la vida media del téxico en el cuerpo humano es la via de
administracion y la dosis. Evidentemente a mayor dosis acumulada (ya sea en dosis Gnica o consumo
cronico) encontraremos el tdéxico mas tiempo en el organismo. Se ha descrito que el cannabis puede
detectarse en orina durante mas de 30 dias desde el Ultimo consumo en consumidores habituales a altas
dosis, ya que es un compuesto muy lipofilo. Se puede observar el tiempo de deteccion de algunas
sustancias en la figura 1.

Ante estos datos, hay que tener en cuenta que un resultado positivo:
— No diferencia entre consumo reciente o antiguo.
— No confirma sobredosis ni abstinencia, solamente posible consumo.

— No permite una correlacion clinica. Un resultado positivo no informa sobre la cantidad consumida,
tiempo de la ingesta ni grado de intoxicacion.

Drug Time

Alcohol 7-12h
Amphetamine 48 h

Methamphetamine 48 h
Barbiturate

Short-acting (eg, pentobarbital) 24n

Long-acting (eg, phenobarbital) 3wk
Benzodiazepine

Short-acting (eg, lorazepam) 3d

Long-acting (eg, diazepam) 30d
Cocaine metabolites 2-4d
Marijuana

Single use id

Moderate use (4 timesfwk) 5-7d

Daily use 10-15d

Long-term heavy smoker =30d
Opioids

Codeine 48h

Heroin (morphine) 48 h

Hydromorphone 2-44d

Methadone 3d

Morphing 48-72h

Oxycodone 2-44d

Propoxyphene 6-48 h
Phencyclidine 8d

Data from references 7 through 12.

Figura 1. Tiempo de deteccion de drogas de abuso en orina (4)
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3. Falsos positivos

Son muchas las sustancias que pueden producir reacciones cruzadas dando lugar a falsos positivos. La
lista de falsos positivos es dinamica, aumenta a medida que se producen nuevos casos, se establece la
sustancia responsable y se comunica a través de publicaciones cientificas. La mayoria de las interferencias
son debidas a compuestos con estructuras quimicas similares, que son detectados por los anticuerpos
presentes en el test. Algunas de estas interferencias se pueden observar en la figura 2.

Algunos test tienen un valor predictivo positivo (VPP) bajo. Un estudio (5) con 21638 pacientes mostré que,
en el test de deteccion de anfetamina, que cuantifica D-Anfetamina, el VPP era del 9,3% al confirmar los
valores positivos por espectrometria de masas. El valor tan elevado de falsos positivos de este test se
explica por la medicacion utilizada (alfa-bloqueantes, betabloqueantes, pseudoefedrina, etc.) y en algunos
casos por toxicos similares pero con una estructura diferente a la D-Anfetamina.

Substance tested Potential agents causing Substance tested Potential agents causing
via immunoassay false-positive result via immunoassay false-positive result
Alcohol® Short-chain aleohols Cannabinoids! #4358 Dronabinol
(eg, isopropyl alcohol) Efavirenz

Amphetamines™ " Amantadine Hemp-containing foods
Benzphetamine NSAIDs o
Bupropion Proten pump inhibitors
Chlorpromazine Cocaine® Tolmetin
Clobenzorex® ocaine? Coc?]caf tea ) o )
I-Deprenyl® o ] Topical anesthetics containing cocaine
Desipramine Opo]@s.k?‘pjlfﬂ!cs. and Dc;_( trometh orph_a.n .
Dextroamphetaming heroin®* gicprgf:hydmmmc
Ephedrine b Opiates (codeine, hydromorphane,
Fenproporex hydroeodone, morphine)
Isometheptene Poppy seeds
Isoxsuprine Quinine
Labetalol Quinolones
MDMA Rifampin
Methamphetamine Verapamil and metabolites®
I-Methamphetamine (Vick’s inhaler)* Phencycliding®*=#™ Dextromethorphan
Methylphenidate Diphenhydramine®
Phentermine I[:;ox}']:}mmc
Phenylephrine I uprelen
Phenylpropanolamine Krrc“lpmnm:];l:nc
Promethazine Meperidine
Pseudoephedrine Mesoridazine
E?m;t_"ﬂc Thioridazine

itodring Tramadol

Selegiline Venlafaxine, O-desmethylvenlafaxine
Thioridazine Tricyclic antidepressants 75! Calbmna:.ccpinc[
Trazodone Cyclobenzaprine
Trimethobenzamide Cyproheptadine’
Trimipramine Diphenhydramine’

Benzodiazepings's+'+ Oxaprozin Hydroxy: zine'
Sertraline Quetiapine

Figura 2. Resumen de Agentes que causan falsos positivos en Inmunoensayos (4)

4. Falsos negativos

Existen pocos falsos negativos descritos en estas técnicas. Es conocido que la presencia de salicilatos en
pacientes consumidores de cocaina ocasiona falsos negativos en el inmunoensayo. En el caso del MDMA
o la Metanfetamina, pueden no detectarse en el ensayo de anfetamina, lo que ha dado lugar al desarrollo
de ensayos especificos de esta sustancia.

5. Especificidad del test

Dentro de varias familias farmacoldgicas (benzodiazepinas, opiaceos, antidepresivos triciclicos), los
inmunoensayos son capaces de detectar varios compuestos a diferentes concentraciones. En algunos
casos algunos compuestos pueden no detectarse ya sea por la diferencia estructural o por estar a una
concentracion inferior al punto de corte del test.

En el caso de los opioides, el Inmunoensayo TOX/See de BioRad no detecta los derivados sintéticos de la
morfina, como el fentanilo, el tramadol, la meperidina o el tapentadol.



6. Manipulaciéon de la muestra

En la interpretaciéon de un cribado de drogas en orina, hay que tener en cuenta la posible manipulacién de
la muestra generada por el paciente para evitar su deteccion (6). Las técnicas mas habituales son: la dilucién
de la orina, la sustitucién y la adulteracion.

La dilucién debida a la elevada ingesta de agua induce una disminucion en la concentracién de las drogas
y/o sus metabolitos en orina.

La sustitucion del espécimen de orina pretende ocultar un consumo reciente de drogas. Existen diferentes
sistemas para ello. En entornos legales se debe seguir la denominada “cadena de custodia”.

La adulteracién se puede producir por la adicion al espécimen de orina de algunas sustancias (detergentes,
oxidantes) que enmascaran, degradan o hacen que el andlisis de las drogas en orina pueda verse afectado,
generalmente para conseguir un resultado falso negativo. Generalmente ocasionan cambios bruscos de
pH.

Para detectarla, es necesaria la valoracién del color, pH, densidad y concentracion de creatinina:

+  Creatinina en orina: Debe ser del orden de 150 mg/dl, y casi siempre mayores de 20 mg/dl, punto
de corte para validar el espécimen de orina.

+ Densidad especifica: Rango de 1,002 a 1,020. Un punto de corte < 1,003 supone una dilucion de
8 veces la orina normal. Esta dilucion puede ser manipulada o fisioldgica.

*  pH: Rango 4,5-9. Valores muy bajos o altos son evidencias de espécimen adulterado.

*  Osmolalidad: <50 mOsm/Kg puede indicar que la orina ha sido diluida.

Interpretacién de resultados

El Laboratorio Clinico debe actuar como consultor en la interpretacion de los resultados del cribado de
drogas en orina. Una encuesta del afio 2012 a 199 médicos de urgencia de diferentes hospitales en Espafia,
entre ellos del Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid (7), puso en evidencia que los clinicos no
siempre tienen un conocimiento completo del resultado de estos ensayos.

En la pregunta “Ante un resultado positivo de una droga de abuso entiendo”, el 51% contesté correctamente
“Que se detecta la droga y/o sus metabolitos por encima de una concentraciéon conocida”. Un 40% contestd
“Que se detecta la droga y/o sus metabolitos”. Esta pregunta resalta que gran parte de los médicos no
tienen interiorizada la idea de que el inmunoensayo da un resultado cualitativo por encima o debajo de un
punto de corte.

En la pregunta “Ante un resultado negativo de una droga en abuso de orina entiendo”, un 49% respondieron
“Que no se detecta la droga y/o sus metabolitos por encima de una concentracion conocida”. Mientras tanto,
un 17% contesto “Se puede descartar que el paciente esta bajo los efectos farmacolédgicos de esta droga”,
lo que es rotundamente falso y pone en evidencia el desconocimiento de las limitaciones de estos test.

Conclusiones

— El andlisis toxicoldgico de urgencia tiene sus limitaciones. Es necesario conocerlas para poder
asesorar a los peticionarios

— Elinmunoensayo es un analisis cualitativo. Por lo tanto, es importante comprender el concepto
de sensibilidad (punto de corte de cada compuesto).

— La especificidad de los inmunoensayos es variable. Es especialmente importante en familias
farmacoldgicas amplias.

— Los inmunoensayos no informan ni de la dosis, ni del tiempo transcurrido desde el consumo,
aungue estan descritas orientaciones del tiempo que permanece detectable una sustancia en la
orina. Sdlo confirman posible consumo.

— Existe un gran numero de falsos positivos y negativos que deben tenerse en cuenta.

— Losresultados de los ensayos de drogas deben interpretarse en funcién del contexto clinico y de
la farmacoterapia del paciente.
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— Esrecomendabile realizar un analisis confirmatorio para confirmar los resultados positivos y para
descartar falsos negativos cuando el contexto clinico lo apoye.
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1. INTRODUCCION

La principal funcién del intestino consiste en la correcta incorporacion de nutrientes al organismo mediante
los procesos de digestion y absorcién. Cuando alguno de los mecanismos implicados fracasa se producen
fenémenos de maldigestion o malabsorcién.

La maldigestién y malabsorcion son sindromes diferentes, aunque habitualmente nos referimos a ellos
indistintamente. La maldigestion implica alteracion en la digestién intraluminal de los alimentos, mientras
gue la malabsorcién se asocia a defectos en la mucosa intestinal. El término malasimilacion englobaria los
dos sindromes anteriores.

La digestion y absorcién de nutrientes se divide en tres etapas:

1. Fase luminal.
2. Fase mucosa.
3. Fase de transporte.

e o Fase mucosa s
. Hidr_c')_lisis_y * Los nutrientes pasan
solubilizacién a la circulacion
(depende de las * Hidrolisis final
Secreciones - Captacion por las
pancreaticas y células
biliares)

~— Fase luminal - Fase de transporte

Figura 1. Fases de la absorcion de nutrientes

En este tema nos centraremos en la digestién y absorcion de hidratos de carbono que solo es posible a
través de la transformacién de estos en monosacaridos.

Las posibles causas de malasimilacion son:
— Hidrdlisis defectuosa por insuficiencia pancreatica.
—  Déficit concreto de una disacaridasa.
— Anomalias estructurales de la mucosa.

Es importante determinar la causa para poder tomar las medidas adecuadas.

2. INTOLERANCIA
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La malabsorcién es una condicidn necesaria, pero no suficiente para que exista intolerancia. La existencia
de malabsorcion sin sintomas descarta la intolerancia, la presencia de Gnicamente sintomas, sin embargo,
no es suficiente para confirmar la intolerancia.

Los sintomas aparecen como consecuencia del aumento del transito intestinal debido a la carga osmética
por el carbohidrato sin digerir. Su desarrollo depende de varios factores como la cantidad de carbohidrato,
la combinacién con otros alimentos, la maotilidad gastrointestinal o la presencia de otras enfermedades
intestinales. Los principales sintomas que se pueden encontrar son: dolor, distension, meteorismo,
borborigmos y diarrea.

Es importante no confundir la intolerancia con otras patologias como la celiaquia, la enfermedad inflamatoria
intestinal, el sindrome del intestino irritable u otras similares.

A. INTOLERANCIA A LA LACTOSA

La lactosa es hidrolizada por las lactasas en el intestino, especialmente en el yeyuno medio en los bordes
en cepillo de los enterocitos, haciéndola absorbible por la mucosa intestinal. Cuando las lactasas no
funcionan adecuadamente, la lactosa sin hidrolizar llega al colon donde sera fermentada por la flora
comensal.

La hipolactasia puede ser congénita, primaria o secundaria:

e Congénitao alactasia: Pérdida completa y permanente de la enzima, provoca una diarrea acuosa
severa con la primera ingesta de leche tras el nacimiento. Obliga a la eliminacién completa de
lacteos.

e Primaria: Es la causa mas frecuente y tiene lugar en la mayor parte de la poblacion, supone una
disminucion o desaparicion de la actividad de lactasa genéticamente programada.

e Secundaria: Se produce por dafios en la mucosa intestinal o por un aumento del transito yeyunal.
Cualquier enfermedad del intestino puede provocarla.

B. INTOLERANCIA A LA FRUCTOSA

La fructosa es un monosacérido que se puede ingerir como monosacarido puro, como sacarosa o en forma
de polimeros de fructosa (fructanos). Estos Gltimos llegan al colon, ya que no existe hidrolasa en el intestino
de los mamiferos, y tienen funcién prebidtica.

La absorcion de la fructosa se produce por difusién facilitada, donde necesita una proteina transportadora,
pero se realiza a favor de gradiente y de forma pasiva. La proteina responsable es GLUT; cuando la
ingestion de fructosa es muy elevada se puede superar la capacidad de estos transportadores dando lugar
a la malabsorcion.

GLUT2 es otro transportador que interviene en la absorcion de fructosa. Se trata de un transportador no
especifico compartido con la glucosa y galactosa. Es dependiente de las concentraciones de glucosa, por
lo que en presencia de glucosa se absorberan altas cantidades de fructosa, pero sin glucosa la absorcion
de fructosa sera considerablemente menor.

Existen dos tipos de malabsorcién de fructosa:

e Lamalabsorcion primaria se debe a un déficit de la enzima transportadora de la fructosa, se cree
que estad mediada genéticamente y que se desarrolla a lo largo de la vida.

e Lamalabsorcién secundaria es debida a la existencia de una enfermedad intestinal que dafia la
mucosa intestinal de forma transitoria, aunque también puede ser permanente. Este tipo de
malabsorcién es comun en sobrecrecimiento bacteriano, celiaquia, gastroenteritis y enfermedad
inflamatoria intestinal.

C. SOBRECRECIMIENTO BACTERIANO

La flora intestinal ejerce efectos reguladores positivos y negativos en el desarrollo y funcion del intestino.
La microbiota es distinta en cada individuo y permanece relativamente constante en su composicion. El tipo
y concentracion de bacterias varia en las distintas partes del tracto gastrointestinal. En el tracto
gastrointestinal alto normalmente existe flora gram positiva y el en tracto gastrointestinal bajo encontramos



generalmente coliformes y anaerobios. Los principales mecanismos que mantienen la homeostasis
intestinal son el peristaltismo y la barrera de acido gastrico. El desbalance, tanto cuantitativo como
cualitativo, puede tener consecuencias negativas.

El sobrecrecimiento bacteriano se caracteriza por la presencia de una poblacién anormal de bacterias en
el intestino delgado proximal: se produce una colonizacion por microbios aerobios y anaerobios que estan
de forma natural en el colon. Hay desérdenes que predisponen al alterar las defensas de la mucosa.
Desérdenes de la motilidad intestinal o pancreatitis crénica se cree que son los responsables del 90% de
los casos. La incidencia de sobrecrecimiento bacteriano también aumenta con la edad.

Las consecuencias del sobrecrecimiento bacteriano serian: meteorismo, distension abdominal, déficit de
hierro, déficit de B12, malabsorcién de grasa por desconjugacion de acidos biliares por parte de las
bacterias...

Algunas causas que pueden favorecer el crecimiento bacteriano son:

— Fallo en la barrera acido-géstrica.

— Fallo en el aclaramiento intestinal.

— Alteracién anatémica del intestino delgado.
— Inmunodeficiencia local o sistémica.

— Asociacion con otras enfermedades.

Si existe un fallo en la barrera géastrica, las secreciones seran inadecuadas y aparecera la misma flora en
el estbmago y en el intestino delgado proximal. Si el peristaltismo estd conservado no tiene relevancia
clinica ya que las bacterias seran transportadas anter6gradamente. Sera necesario un fallo tanto de la
barrera de &cido gastrico como del peristaltismo para que se produzca un sobrecrecimiento de bacterias
gram positivas y coliformes en el tracto gastrointestinal alto.

Las bacterias dan lugar al deterioro de la absorcion a través de sus acciones:

— Las anaerobias se adhieren a las superficies y producen enterotoxinas.
— Las aerobias producen enzimas y productos metabdlicos que inducen dafio epitelial.

El efecto combinado da lugar a dafios en las mucosas, desconjugacion de acidos biliares y pérdida de la
actividad de disacaridasas.

3. TEST DEL HIDROGENO ESPIRADO

El test del hidrégeno espirado se basa en el principio de que no hay producciéon enddgena de hidrégeno y
gue las bacterias productoras del mismo estan principalmente en el colon.

Es un test no invasivo, pero no esta estandarizado y su interpretacion a menudo no es sencilla. Sus
aplicaciones practicas son las pruebas de intolerancia a azucares, de sobrecrecimiento bacteriano o para
determinar el tiempo de transito orocecal.

En condiciones normales, los carbohidratos seran digeridos y absorbidos antes de llegar al colon, por lo
tanto, un paciente sano no deberia espirar hidrégeno, o los niveles deberian mantenerse préximos a cero
(<10ppm) ya que no se produce fermentacion por parte de las bacterias del colon.

Si existe malabsorcién o maldigestion, los carbohidratos, que no pueden ser absorbidos, llegan al colon y
las bacterias los fermentan produciendo gases, acidos grasos de cadena corta y agua. El hidrégeno pasa
posteriormente a los pulmones permitiéndonos medir sus niveles en el aire espirado.

En el caso de que exista sobrecrecimiento bacteriano, tendra lugar una deficiente absorcion porque las
bacterias fermentan parte de los carbohidratos. En el test del hidrégeno apreciaremos niveles elevados de
hidrégeno espirado.

La diferencia de resultados entre los test de intolerancia y de sobrecrecimiento bacteriano reside en el hecho
de que, si estamos ante un caso de sobrecrecimiento bacteriano, la elevacion de hidrégeno se produce
antes de que el nutriente llegue al colon y puede, o no, descender en colon. Cuando hablamos de
intolerancias, la elevacion se produce en colon, y antes de eso los niveles de hidrégeno se mantienen
préximos a cero. Para poder ver estas diferencias se realizan medidas de los niveles de hidrégeno en el
aire espirado cada 20-30 minutos durante al menos 120 minutos (tiempo minimo considerado para que la
medida corresponda a colon). Las medidas se toman de manera seriada con el fin de obtener los niveles
de hidrégeno espirado a lo largo de todo el tracto gastrointestinal.

107



Condiciones para la realizacion del test:

— Ayuno de al menos ocho horas.

— Dieta sin fibra 24horas antes.

— Eliminar 4 semanas antes antibioticos, probiéticos, procinéticos y laxantes.
— No fumar ni antes ni durante la prueba.

—  Enjuague con colutorio no mentolado o con agua antes de la prueba.

Realizacién del test:

Antes de iniciar el test se debe verificar el cumplimiento de las condiciones previas y se realizara una primera
medida en condiciones basales.

— <10ppm se considera un valor normal.

— 10-20ppm podria tratarse de un ayuno incompleto o una ingestion de comida de digestién lenta.

- >20ppm posible sobrecrecimiento bacteriano, infeccion por Helicobacter pylori, vaciamiento
gastrico incompleto, contaminacion de la muestra con bacterias de la orofaringe. En este caso se
hard un enjuague con clorhexidina y se repetira el basal.

Una vez hemos realizada la medida basal, se procede a suministrar la dosis adecuada de sustrato segun
la prueba:

e Lactulosa 10g para el test de sobrecrecimiento bacteriano.
e Lactosa 509 para el test de intolerancia a la lactosa.

e Fructosa 509 para el test de intolerancia a la fructosa.

e Sacarosa 50g para el test de intolerancia a la fructosa.

Durante la prueba es importante preguntar al paciente como se encuentra y anotar los sintomas que refiera.

Se considera que los primeros 60 minutos corresponden a la zona alta del tracto gastrointestinal y a partir
de los 90 minutos a colon.

El test es positivo cuando:

e Carbohidratos: aumento de mas de 20 ppm de hidrégeno respecto al valor basal en colon.
e Sobrecrecimiento bacteriano: aumento de mas de 20 ppm de hidrégeno respecto al valor basal
antes de llegar al colon.

Hay que tener en cuenta que un paciente con diarrea puede presentar un transito acelerado y por lo tanto
las medidas antes de los 90 minutos podrian corresponder al colon.

Si nos encontramos ante un paciente con sintomatologia, pero con un test negativo seria recomendable
realizar el test midiendo también los niveles de metano, ya que la principal causa de falsos negativos en
este test son los metanoproductores. Se calcula que hasta en un 30% de los pacientes con sobrecrecimiento
bacteriano predomina la produccion de metano. La positividad del metano en el test del aliento se relaciona
con estrefiimiento, ya que el gas metano inhibe el transito intestinal.

Antes de realizar pruebas de intolerancia a azucares se deberia descartar el sobrecrecimiento bacteriano
ya que puede interferir con los test de malabsorcion de azlcares.

H2 Results
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Figura 2. Test de intolerancia a fructosa.

En la figura 2 observamos como los niveles de hidrégeno espirado se mantienen constantes durante los
primeros 60 minutos de la prueba y se elevan pasados los 90 minutos (nos encontrariamos ya en la zona
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del colon). Se considera que el test de intolerancia a la fructosa es positivo ya que la elevacion se produce
en colon y es superior a 20 ppm respecto del basal.

HZ Results
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Figura 3. Test de sobrecrecimiento bacteriano.

En la figura 3 observamos un test de sobrecrecimiento bacteriano, partiendo de niveles basales 6ptimos
vemos como a los 60 minutos hay una importante elevacion de los niveles de hidrégeno espirado. Se
considera un test positivo a sobrecrecimiento bacteriano.

HZ Results
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Figura 4. Test de intolerancia a lactosa.

En la figura 4 se ve una elevacion brusca de los niveles de hidrégeno espirado, esto nos siguiere que pueda
existir un sobrecrecimiento bacteriano que esta interfiriendo en el test. Aunque los niveles a los 90 y 120
minutos (se considera que el sustrato esta ya en colon) sean mas de 20 ppm superiores a los basales
podriamos estar ante un falso positivo por sobrecrecimiento bacteriano. Se recomendaria realizar un test
de sobrecrecimiento bacteriano y en caso de ser positivo tratar el sobrecrecimiento antes de repetir el test
de intolerancia a la lactosa.

4. CONCLUSIONES
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Aunque el gold standard para el diagnostico de sobrecrecimiento bacteriano es el cultivo cuantitativo de
aspirado yeyunal, éste es un test invasivo, costoso y no exento de limitaciones importantes que casi no se
aplica en la préctica clinica. El test del hidrégeno espirado es una buena alternativa ya que se trata de una
prueba no invasiva, de facil realizacién y econdmica.

Se recomienda cuantificar hidrégeno y metano para evitar asi los falsos negativos que se producirian en
los metanoproductores.

En cuanto al tratamiento antibiético no existe un consenso claro y debe tenerse en cuenta si la poblacién
bacteriana mayoritaria en el paciente es metanoproductora.
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EXPOSICION DEL CASO:

Paciente varon de 2 afios, natural de Madrid, que acude a urgencias derivado por su pediatra por fiebre de
2 dias de evolucién con maximo de 38.2°C y rigidez nucal. Como antecedentes personales se trata de un
nacido pretérmino (32+6), sin ingresos ni cirugias fuera del periodo neonatal. Vacunado segun calendario,
sin alergias medicamentosas conocidas. En la exploracion fisica se constata una temperatura de 38° C, un
peso de 11,2 kg, una frecuencia cardiaca de 160 l.p.m. (latidos por minuto), una tension arterial de 100/50
mm Hg y una saturacion de Oz del 91%. En una primera auscultacion pulmonar se aprecia una
hipoventilacion en base derecha. La radiografia de térax muestra un hemitérax blanco derecho en relacion
con consolidacion parenquimatosa. Se objetiva neumonia necrotizante derecha con derrame pleural
sugestivo de empiema (Figura 1).

Figura 1. RX Hemit6rax blanco derecho en relacidon con consolidacion parenquimatosa. Neumonia
necrotizante derecha con derrame pleural.

Se procede al traslado a la unidad de cuidados intensivos donde permanece ingresado con sospecha de
sepsis secundaria a enfermedad neumocdcica invasiva (neumonia + empiema). Los resultados de los
andlisis bioquimicos mostraron una creatinina de 0.63 mg/dl, LDH de 580 U/I, bilirrubina de 2.06 mg/dl y
proteina C reactiva (PCR) de 40.35 mg/dl. La hematimetria presenté una hemoglobina de 10.9 g/dl,
plaquetas de 133.000 y leucocitos de 8.400 con un 90% de neutrdéfilos. En el frotis de sangre periférica se
observé auto-aglutinacion de hematies, presencia de esferocitos y 7 esquistocitos por campo sugestivos de
anemia hemolitica. Se observaron neutréfilos reactivos con refuerzo de granulacion, algunos de ellos
hiposegmentados. La hemostasia mostré un tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa) de 45 sec.
Se sugiere descartar microangiopatia trombética.

Coincidiendo con el pico febril, se remitieron hemocultivos y una muestra de liquido pleural para estudio
microbioldgico. En la tincion de Gram del liquido pleural se observaron abundantes polimorfonucleares y
cocos grampositivos en diplos y en cadenas sugestivos de Streptococcus pneumoniae (Figura 2). Tras 24
horas de incubacién crecieron colonias pequefias planas alfa-hemoliticas con sensibilidad marcada a
optoquina. La sangre fue inoculada en una botella de hemocultivo pediatrico (BacT/Alert 3D, bioMérieux,
Marcy |I"Etoile, Francia). EI hemocultivo fue positivo tras 32 horas de incubacién y se subcultivé a su vez en



placas convencionales de agar sangre, agar chocolate y agar para anaerobios a 37°C. Tras 24 horas de
incubacién se aislaron colonias similares a las del liquido pleural. La identificacion del microorganismo se
llevé a cabo mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) a partir
de las colonias aisladas en el hemocultivo y en el liquido pleural. Ambas muestras fueron identificadas como
S. pneumoniae con un score mayor de 2.3. El estudio de sensibilidad antibiética se realiz6 mediante el
método de difusion en disco y E-test (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia) siguiendo las recomendaciones
y puntos de corte de EUCAST (European Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing) version 8.1.
(www.eucast.org). El indculo bacteriano utilizado fue de 0.5 de la escala McFarland, y en las placas de
Miuller-Hinton sangre se incub6d durante 24 horas a 37°C. El patrén de sensibilidad antibiotica del liquido
pleural y del hemocultivo fue el mismo: sensible a penicilina (concentracién minima inhibitoria [CMI]= 0,016
mg/L), ceftriaxona (CMI= 0,006 mg/L), meropenem (CMI= 0,002 mg/L) y levofloxacino (CMI= 1 mg/L). El
paciente fue trasladado a la planta de Enfermedades Infecciosas completando el tratamiento antibiético con
cefotaxima IV (200mg/kg/dia) y clindamicina (27mg/kg/dia).

Figura 2. Tincion Gram del set de hemocultivo pediatrico en el que se observan cocos positivos en
cadenas.

Los valores méaximos de proteina C reactiva (PCR: 40,35 mg/dl) y de procalcitonina (PCT: 24,97 ng/ml)
obtenidos en una primera instancia fueron disminuyendo durante el ingreso hasta niveles no patolégicos,
con un ligero repunte de la PCR de 21,88 mg/dl al cuarto dia, acompafiada de insuficiencia renal aguda con
valores méaximos de urea de 154 mg/dl con hipertension arterial, anuria y filtrado glomerular CKD-EPI
(Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) de 39 ml/min/1,73m2, que preciso hemodiafiltracion.
La triada caracteristica, anemia hemolitica, plaquetopenia e insuficiencia renal en una enfermedad
neumocdcica invasiva, hizo sospechar un sindrome hemolitico urémico (SHU) para su rapido tratamiento
con hemodiafiltracion venovenosa continua. La evolucion de los casos pediatricos descritos con
pleuroneumonia neumocécica que desarrollan SHU varia desde la normalizacién de la funcion renal con
curacion a los 2 meses mediante hemodialisis, como en el presente caso, hasta la intervencion con
trasplante renal (1). Se puede concluir que, debido a la gravedad de la sepsis (tiempo dependiente) se
precisa un alto indice de sospecha para un diagnéstico precoz y un adecuado tratamiento.

RESOLUCION DEL CASO:

Actualmente, la sepsis se define como una disfuncion organica que amenaza la vida de un paciente causada
por una respuesta no regulada del individuo frente a la infeccién (2). Como en la préctica clinica se requiere
una herramienta diagnostica que sustituya a los criterios inespecificos del sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SRIS), tradicionalmente utilizados en la identificacioén de este proceso, se ha optado
por una nueva escala, denominada gSOFA (quick SOFA), que incluye exclusivamente criterios clinicos, por
lo que es facilmente aplicable en cualquier nivel asistencial (no sélo en el hospital). Esta escala tiene en
cuenta la alteracion del nivel de conciencia, la presencia de una presion arterial sistdlica <100 mmHg y/ o
la presencia de una frecuencia respiratoria 222 r.p.m (respiraciones por minuto). Mientras que la infeccion
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se define como la entrada, invasiéon y multiplicacion de un agente patégeno en el organismo, el sindrome
de respuesta inflamatoria sistémico es un conjunto complejo de fenémenos patolégicos manifestados en
diversas condiciones clinicas (infeccién, trauma, quemaduras, pancreatitis...) que producen alteraciones
clinicas en temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y recuento de leucocitos. La sepsis se
entiende como la presencia de un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) en un paciente con
un proceso infeccioso (Figura 3). Se produce la activacion de una cascada de reacciones inflamatorias y el
desequilibrio en vasodilatacion y coagulacion, que resulta en un sindrome de fuga capilar, se disminuye la
perfusion tisular de oxigeno, lo que unido al dafio tisular directo y a la alteracion de la respiracion
mitocondrial, haciendo fallar primero a la célula, el tejido, el 6rgano y finalmente al sistema.

Figura 3. Esquema para la definicién de sepsis del College of Chest Physicians / Society of Critical Care
Medicine. Chest. 1992; 101:1644-1655.

La sepsis es una causa importante de mortalidad en los paises desarrollados. Los estudios epidemioldgicos
han evidenciado la elevada incidencia y letalidad de la sepsis, habiéndose estimado que esta enfermedad
es responsable de mas muertes que el infarto agudo de miocardio o el ictus, y que los canceres de mama,
colon, recto, pancreas y prostata juntos. La tasa de mortalidad varia entre el 30 y el 80%. La importancia
de la sepsis sera aun mayor en los proximos afios, ya que su incidencia esta aumentando, y se espera que
esta tendencia contintie en el tiempo (3). En Estados Unidos, se ha estimado que, en los dltimos 20 afios,
la incidencia de la sepsis ha aumentado a un ritmo del 8,7% anual, y en Europa se manejan cifras similares.
A pesar de los nuevos tratamientos introducidos en los Gltimos afios, que han mejorado el pronéstico de la
sepsis, su cada vez mayor incidencia hace que el nimero de fallecimientos por esta enfermedad esté
aumentando progresivamente.

En Espafia, el grupo de infecciones de la Sociedad Espafiola de Medicina de Urgencias y Emergencias
(INFURG-SEMES) ha realizado recientemente un estudio epidemiolégico en 49 hospitales espafioles para
evaluar durante un afio las infecciones atendidas en los servicios de urgencias hospitalarios (4). En el
mencionado estudio, la incidencia de sepsis es del 6,2%, siendo del 3,3% en pacientes menores de 65 afios
y del 11,1% en pacientes mayores de esa edad. Ademas, y comparado con un estudio similar realizado por
el grupo 10 afios antes, se demostré un aumento de la prevalencia de las infecciones con un perfil de
pacientes de mayor edad, comorbilidad, factores de riesgo y sepsis.

El foco u origen de infeccion que con mayor frecuencia presentan los pacientes sépticos es la infeccion
respiratoria de vias inferiores, seguida de la infeccion urinaria y la infeccion intra-abdominal. La sepsis
requiere una identificacion rapida y un tratamiento inmediato. Los sintomas que acomparian la sepsis son
fiebre, escalofrios 0 sensacion de frio, dolor y molestias extremos, piel pegajosa o sudorosa, confusion o
desorientacion, dificultad para respirar y alta frecuencia cardiaca (Figura 4). Es decir, los signos y sintomas



gue se producen durante la sepsis son muy inespecificos y en muchas ocasiones hacen dificil establecer
un diagnéstico precoz. Por otra parte, la rapidez con la que se llega a fallos irreversibles en érganos y

sistemas hace que un diagnéstico correcto y un tratamiento adecuado sean imprescindibles en el menor
Las infecciones comunes pueden causar septicemia. /° Conozca los Signos y sintomas de 1a septicemia.
una infeccion pulmonar
SR e 0 sensacion de mucho frio extremos 0 sudorosa
una infeccion cutanea desorientacidn respirar cardiaca

tiempo posible, por lo que es necesario buscar un modelo en el que poder basarnos para sospechar el
Entre los adultos con septicemia:
(p. €j., neumonia)
(p. ej., infeccion renal) ﬂ @ @
FUENTE: Signos Vitales de los COC, agosto de 2016.

EI 11 % tenia un tipo

cuadro séptico en fases precoces (5).
El 35 % tenia
E1 25 % tenia Escalofrios, fiebre Dolor o molestias Piel pegajosa
de infeccion intestinal
El 11 % tenia Confusidn o Dificultad para Alta frecuencia

Figura 4. Modelos de infeccion que con mayor frecuencia presentan los pacientes sépticos junto con los
signos y sintomas que acompafian, adaptada con permiso de www.sepsisone.com.

Todos los pacientes con infeccion o bacteriemia estan en riesgo de desarrollar sepsis. La intervencién
terapéutica durante los momentos iniciales del desarrollo de la sepsis esta directamente correlacionada con
la mejora en la supervivencia. Para mejorar el diagnéstico, el reconocimiento de los criterios del (SIRS)
junto con la sospecha clinica, las determinaciones del laboratorio y las imagenes radiolégicas. El criterio
antiguo para el diagndstico de sepsis (Sepsis-2) prestaba mayor atenciéon en presentaciones mas leves,
donde la mortalidad puede ser mayor, mostrando ser mas eficaz en la prediccion de resultados adversos y
en la identificacion de pacientes que se beneficiarian méas de una intervencion temprana en las urgencias
(Figura 5). Sin embargo, recientemente, la definicion de la sepsis ha sido revisada para reflejar la amenaza
gue representa la disfuncion organica debida a una respuesta inmune/inflamatoria desequilibrada en
respuesta a una infeccion (Sepsis-3) (2).

Infeccion Sepsis Sepsis severa Shock séptico

Sepsis-2 >2 criterios SIRS: -Fallo organico Hipotension
-fiebre/hipotermia -0 hipotension refractaria
-taquicardia -0 hipoperfusion

-leucocitosis/leucopenia

Infeccidn Shock séptico
Sepsis-3 Sospecha o documentacién de infeccién Sepsis +:
y fallo orgdnico; +22 criterios Qsofa: -necesidad de vasopresores
-hipotensién para mantener T.A.M.>65mmHg
-hiperlactatemia -lactato > 2mmol/IL

-0 vasopresores

Figura 5. Criterios antiguos y revisados para el diagnostico de sepsis.
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Uno de los principales cometidos que tiene el médico cuando atiende una urgencia es una identificacion
rapida y la estratificacion adecuada de la gravedad del paciente, asi como un tratamiento inmediato. En
funcién de la estratificacion del riesgo se realizara un tratamiento mas agresivo, un diagndstico mas intenso
y un nivel asistencial de atencién diferente. El shock séptico se define como un cuadro de hipotension
inducido por la sepsis que no se corrige con una adecuada infusién de volumen y que precisa de la
administracion de drogas vasopresoras para mantener la tensién. Por Ultimo, el sindrome de disfunciéon
multiorganica (SDM) se caracteriza por presentar una funcién alterada de érganos o sistemas de forma
sostenida con necesidad de intervencion terapéutica para poder mantener la misma. La definicion de sepsis,
sepsis grave o shock séptico determina una mortalidad predecible a 30 dias del 16%, 20% y 46%,
respectivamente. Se recomienda, en casos de sospecha de infeccién, la toma de todas las constantes que
permiten identificar la sepsis. Entre los criterios definitorios de sepsis existen varios que pueden observarse
desde el primer momento en que se realiza el triaje: fiebre, taquicardia, taquipnea o hipotension o
hipoperfusion. Ademas, existen variables analiticas facil y rapidamente accesibles en muchos centros como
son la glucemia, la PCR, la PCT, el lactato y la PaOa.

Mediante el hemocultivo se pone de manifiesto la presencia de bacterias en la sangre, lo que se define
como bacteriemia. La deteccion de la bacteriemia constituye una de las prioridades del Servicio de
Microbiologia Clinica, ya que se asocia con una elevada mortalidad. Se han de realizar hemocultivos
siempre que exista sospecha clinica de sepsis, meningitis, osteomielitis, pielonefritis, infeccién
intraabdominal, artritis, infecciones graves de la piel y tejidos blandos, neumonia, endocarditis y fiebre de
origen desconocido (absceso oculto, fiebre tifoidea, brucelosis, tularemia, etc.). Asimismo, en nifios
pequefios 0 ancianos con disminucion subita de la vitalidad, ya que en estas poblaciones pueden no
presentarse los signos y sintomas tipicos de la bacteriemia. El diagnostico definitivo de la bacteriemia se
establece cuando se aisla el microorganismo causal en la sangre del enfermo. Esta primera identificacion
puede servir de guia para el tratamiento antibidtico. Ademéas, se puede orientar el diagnéstico de
enfermedades como la neoplasia de colon (Streptococcus bovis), endocarditis (Streptococcus viridans) e
infeccion por el VIH (Salmonella, Enterococcus). Por otro lado, permite la diferenciacién de los casos de
verdadera bacteriemia de aquellos en los que la positividad es debida a un inadecuado procedimiento de
extraccién y procesamiento.

La probabilidad de que el resultado de los hemocultivos positivos represente una bacteriemia verdadera
aumenta cuando la muestra se obtiene adecuadamente. Se recomienda que la sangre para cultivo sea
extraida lo antes posible después del comienzo de la fiebre y los escalofrios, o siempre que se sospeche
una infeccion grave. El principal problema para la interpretacion correcta de los hemocultivos es su
contaminacion con la microbiota cutanea durante la extraccion. Para evitarla debe prepararse antes
meticulosamente la piel de la zona de puncion. Antes de proceder a la extraccion se limpiaran los tapones
de los frascos de hemocultivo con un antiséptico que se dejara secar para evitar su entrada en el interior
del frasco al inocular la sangre La muestra de sangre para hemocultivo se extrae de una vena, utilizandose
generalmente las del antebrazo.

La sangre extraida se inocula en una pareja de frascos, anaerobio y aerobio. La sensibilidad diagnostica
aumenta en relacion con el nimero de sets de hemocultivos extraidos al paciente. Se acerca al 60-80%
con el primer hemocultivo, del 80-90% cuando se cursan dos hemocultivos y del 95-99% con el tercer
hemocultivo. En adultos se suelen extraer dos o tres hemocultivos en aquellos casos en los que se sospecha
sepsis aguda o cualquier foco de infeccién y tres o cuatro hemocultivos si existe la posibilidad de que se
trate de una endocarditis, una infeccion de un dispositivo protésico o una infeccién de catéter en la que
puede ser dificil diferenciar entre contaminacion y bacteriemia verdadera. En nifios, en general se extrae
un solo hemocultivo aerobio, y no se recomienda la extracciéon seriada de hemocultivos excepto en el
paciente inmunodeprimido, pero para mejorar el diagnostico algunos autores recomiendan dos extracciones
si el nifio pesa mas de 1 kg y s6lo una extraccion si su peso es inferior. Hay estudios que demuestran que
la introduccién de un volumen adecuado de sangre en un solo frasco es mas rentable que la extraccién de
varios frascos. Diversos estudios han demostrado que el riesgo de la poblacién pediatrica de desarrollar
una bacteriemia por anaerobios es mucho menor que en la poblacién adulta, lo que ademas apoya el cultivo
en un solo frasco en condiciones de aerobiosis; se debera solicitar de manera explicita dicho cultivo cuando
exista alta sospecha clinica de infeccidn por microorganismos anaerobios. No existe una recomendacién
universal sobre el intervalo de tiempo a respetar entre cada extraccioén y aunque por lo general se aconseja
que estén separadas 10-30 minutos, este intervalo se puede acortar en situaciones de extrema urgencia e
incluso en estos casos, para no retrasar el tratamiento antibiético, pueden extraerse los hemocultivos
simultdaneamente de extremidades diferentes. El volumen de sangre cultivada es importante debido al bajo
numero de microorganismos presentes en la mayoria de las bacteriemias. Se recomiendan 10-15 ml por



frasco, ya que con volimenes menores se ha demostrado una disminucion del indice de positividad. En
neonatos y nifios, se ha preconizado que la mayor cantidad de bacterias presentes en sangre permite que
con voliumenes considerablemente menores, incluso inferiores a 1 mililitro, se obtengan resultados
aceptables y comparables a los de los adultos (6).

Cuando en un hemocultivo es positivo, a partir de 3 a 5 ml de caldo del frasco se realiza una tincion Gram
y se subcultiva en agar sangre, agar chocolate y agar sangre enriquecido para anaerobios. Se realizan
pruebas de identificacion y antibiograma preliminares con objeto de obtener resultados lo antes posible, En
funcién de lo observado en la tincién Gram se tendra una idea aproximada del microorganismo aislado asf
como el medio de cultivo indicado para su aislamiento (Tabla 1).

Tinciéon de Gram Microorganismo Identificacion
Cocos Gram (+) racimos Estafilococos SAIDE
Gram (+) diplos o cadenas Estreptococos Deteccion de antigeno,
Optoquina
Gram (-) Meningococo
Cocobacilos  Gram (-) Haemophilus
Bacilos Gram (+) y corineformes  Bacillus, Clostridium...
Gram (-) Enterobacteria, BGNF McConkey, Miiller-Hilton

Flora mixta Gram (+) y Gram (-)

Levaduras Candida, Trichosporon...Chromo-agar, Muller-Hilton

Tabla 1: Procedimientos en Microbiologia Clinica. SEIM. 2017.

Si la colaboracién entre el clinico y el microbidlogo es siempre necesaria, mucho mas ante la sospecha de
una infeccién cuyo agente etioldgico es infrecuente y, ademas, de dificil aislamiento y crecimiento. Estos
microrganismos, a veces responsables de las llamadas endocarditis con hemocultivo negativo, incluyen
Brucella, Haemophilus, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella, Bartonella, Abiotrophia, etc. La mayoria
necesitan medios de cultivos especiales por sus requerimientos nutritivos y su incubacion debe ser
prolongada debido a su lento crecimiento. En alguno de estos procesos infecciosos el estudio serologico es
indispensable para el diagnéstico; en otros es imprescindible aplicar técnicas de biologia molecular que
proporcionan informacion con mas celeridad que el cultivo.

Un biomarcador es un indicador medible y reproducible de un estado o condicion bioldgica. Son indicadores
de que un proceso es normal o patoldgico. El biomarcador de sepsis idealmente deberia establecer un
diagnostico rapido (incluso antes de que se manifiesten los signos y sintomas de una infeccién y previo a
los resultados microbioldgicos), cuantificar la gravedad y estratificar el riesgo, monitorizar la evolucion de la
infeccion bacteriana y su respuesta al tratamiento, de forma que pueda servir de guia de este (gj. indicacion,
cese o cambio del antibidtico) (7).

La concentracion plasmatica de la PCR es constante, por lo que los niveles circulantes reflejan directamente
la intensidad de los procesos patoldgicos que estimulan su sintesis. Mide el grado de inflamacién secundario
por lo que, si el nivel es alto, el riesgo de infeccion grave es mas probable. Las inflamaciones leves o
infecciones virales se asocian a elevaciones entre 10-50 mg/L, mientras que en inflamaciones agudas e
infecciones bacterianas las concentraciones suelen oscilar entre 50 y 200 mg/L y en casos de infecciones
severas 0 traumatismos graves estan por encima de 200 mg/L. Niveles mas elevados de PCR se
correlacionan con més dias de ingreso hospitalario, mas dias sometido a ventilacibn mecanica y mayor
mortalidad (8).

La PCT es uno de los mejores indicadores de sepsis bacteriana, siendo un marcador util para evaluar el
grado de gravedad de la infeccion. Actualmente se emplea habitualmente cuando existe duda diagnéstica
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sobre la presencia de sepsis o su gravedad, asi como en la monitorizacion de la respuesta al tratamiento.
Es muy util para tomar decisiones de cribado ante la sospecha de bacteriemia y sepsis. Actualmente, la
PCT es el marcador mas sensible y especifico de infeccion bacteriana, y el biomarcador de mayor poder
diagndstico de sepsis (9). La PCT se muestra superior a la PCR, en sensibilidad y especificidad, para
distinguir infeccion bacteriana tanto de otras causas de respuesta inflamatoria como de infeccién virica. Su
actual disponibilidad en muchos centros hospitalarios, la rapidez y facilidad de su técnica, y la gran
experiencia acumulada sitdan a la PCT como el biomarcador de referencia de deteccién de sepsis. Una
PCT < 0,25 ng/ml desaconsejaria la administracion inicial de antibiético ante la baja probabilidad de etiologia
bacteriana. Si se obtienen determinaciones seriadas permite valorar el prondstico en funcion de las
intervenciones realizadas (10). Ademas, su capacidad diagnéstica y predictiva se mantiene en pacientes
de dificil diagnéstico (enfermos con insuficiencia renal, cirrosis, oncohematologicos y neutropénicos,
ancianos o con enfermedades autoinmunes o reumatoldgicas) (11). Los valores de PCT dan una mayor
correlacion con la gravedad de la sepsis, es mas sensible y especifica que la PCR para la sospecha de
sepsis y shock séptico.

El lactato se eleva en infecciones bacterianas debido a que es un biomarcador de hipoperfusién. Donde
mas experiencia existe es con la medicién en liquido cefalorraquideo, dénde algunos autores recomiendan
su inclusion en el perfil bioquimico de rutina del liquido y para valorar el diagndstico de meningitis bacteriana
cuando existen concentraciones altas. Existen también estudios del potencial valor para identificar mediante
el lactato la infeccion en liquidos bioldgicos como el liquido sinovial, liquido pleural o liquido ascitico. El
principal valor del lactato en el &mbito de urgencias es su utilidad en la estratificacion del riesgo del paciente,
ya que cifras de lactato > 3 mmol/L se asocian a peores resultados en términos de supervivencia (2).

La proadrenomedulina (proADM) es un biomarcador de reciente incorporacion. Su concentracion aumenta
en las situaciones de estrés celular y es reconocida como biomarcador de enfermedad infecciosa, pero
también de otras enfermedades (insuficiencia cardiaca, infarto agudo de miocardio, cirrosis hepatica...).
Sus niveles aumentan con la edad, por lo que necesita un factor de correccidn a partir de los 70 afios.
Existen estudios sobre su utilidad en el diagnéstico de infeccion bacteriana frente a la virica, de sepsis y
como predictor de bacteriemia. EI MRproADM demostré capacidad para diferenciar en pacientes criticos,
aquellos que presentaban un proceso infeccioso (12). Recientemente, como se ha mostrado en un estudio
de cohorte prospectivo, se ha valorado la incorporacion del MDW (Monocyte Distribution Width) junto con
el recuento de células de la serie blanca en el hemograma para mejorar la deteccién de sepsis en el
momento de la admision del paciente en la urgencia (13).

Streptococcus pneumoniae, agente etioldgico frecuente de infecciones respiratorias bacterianas en nifios y
adultos, también puede ser causa de sindrome hemolitico-urémico (SHU), generalmente tras una neumonia
con empiema. Entre las microangiopatias trombéticas, la mayor parte de los casos de SHU ocurren tras
una gastroenteritis por Escherichia coli verotoxigénico 0157:H7, causa mas frecuente de insuficiencia renal
aguda en la infancia. EI SHU neumocécico se diferencia del SHU clasico, en cuanto al tratamiento, a la
patogenia, al prondstico, presentando un mayor riesgo de insuficiencia renal cronica. Streptococcus
pneumoniae produce neuraminidasa, una enzima que se une al acido N-acetilneuraminico de la superficie
de las membranas celulares de los eritrocitos, plaguetas y capilares glomerulares, exponiendo el antigeno
de Thomsen-Freidenreich (antigeno T). En el plasma humano circulan normalmente anticuerpos (IgM)
frente al antigeno T, produciéndose una reaccién antigeno-anticuerpo (T-activacion). Esta da lugar a anemia
hemolitica por el paso de hematies por la pared vascular alterada, trombocitopenia por adhesion plaquetaria
al endotelio lesionado y lesién renal por microangiopatia. La presencia de T-activacion se ha relacionado
con SHU y anemia hemolitica aislada (14).
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INTRODUCCION

La polidipsia psicégena o potomania es el deseo compulsivo de beber grandes cantidades de liquido
(principalmente agua), muy por encima de las necesidades fisiol6gicas. No se considera una enfermedad
como tal sino un sintoma o consecuencia de otra patologia subyacente, trastornos psicologicos
(principalmente esquizofrenia) o disfuncién hipotalamica entre otras. Se carateriza fundamentalmente por
una hiponatremia severa. Esta no suele ser grave gracias a los potentes mecanismos compensadores del
sistema renal, hormonal y cardiovascular. Si estos fallaran o se vieran superados por la velocidad de
consumo de liquido podrian aparecer cefaleas, letargia, paralisis, coma e incluso la muerte?.

El diagnéstico bioquimico es determinante en esta patologia, obteniéndose resultados significativamente
bajos de osmolalidad plasmatica y urinaria ademas de la ya mencionada hiponatremia.

PRESENTACION DEL CASO

Mujer de 42 afios, sin antecedentes de interés (no Hipertension Arterial, Diabetes Mellitus, dislipemia ni
otras patologias graves), frecuentadora habitual del servicio de Urgencias. Refiere Unicamente
sintomatologia inespecifica (malestar general y astenia), aunque admite durante la anamnesis un consumo
muy elevado de agua.

En las analiticas a su llegada a Urgencias destaca una hiponatremia severa que mejora con restriccion
hidrica, mostrando algunos ejemplos en la Tabla 1.

NIVELES DE SODIO (mEq/L)
Ingreso Tras restriccion hidrica

Urgencias Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Episodio 1 108 115 118 119 126
Episodio 2 108 118 133
Episodio 3 111 118 125 129 137
Episodio 4 121 130 135
Episodio 5 122 126 135

Tabla 1. Evolucién de los niveles de sodio en la paciente tras restriccion hidrica.

Ademas se observan osmolalidad plasmatica y urinaria bajas (265 Y 81 mOsm/kg respectivamente), datos
bioquimicos caracteristicos de insuficiencia renal cronica (IRC) y anemia de etiologia mixta (IRC y
hemadilucion). Los niveles hormonales (tiroides, génadas y suprarrenales) son normales.

En las pruebas de imagen se observa uropatia obstructiva con hidronefrosis bilateral sin causa anatomica
justificada, musculo detrusor hiperactivo y vejiga muy distendida con algin pequefio diverticulo sugestivo
de vejiga de lucha; todo ello compatible con retencién voluntaria de la orina.

La paciente rehusa la realizacion de otras pruebas diagndsticas y solicita alta voluntaria en todos los
episodios, por lo que se realiza un diagndstico de hiponatremia crénica dilucional por potomania ante la
mejora con restriccion hidrica.



PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Ademas de la analitica de sangre y orina, se realiza una ecografia como prueba de imagen. La paciente es
reacia a la realizacion de otras pruebas diagnésticas, con lo que se complica su manejo:

— Se niega a pruebas de imagen con contraste.

— Se niega a sondaje para renograma.

— Se niega a resonancia magnética por claustrofobia.
—  Se niega a estudio hipofisario completo.

— Se niega a ayuda psicologica.

—  Se niega a toma de psicofarmacos.

— Se niega a tratamiento para anemia (EPO vy hierro).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Para hacer un buen diagndstico diferencial resulta crucial conocer los valores de osmolalidad plasmatica y
urinaria ademas de la actividad de la hormona antidiurética (ADH). Esta es la principal reguladora de la
osmolalidad urinaria, aumentando la reabsorcion de agua a nivel renal y concentrando la orina,
disminuyendo la osmolalidad plasmatica®.

En el Sindrome de Secrecién Inadecuada de la hormona antidiurética (SIADH), encontramos una
hipersecrecion de ADH por desajuste del osmostato hipotalamico; lo encontramos en el 30% de pacientes
con hiponatremia hospitalizados. Se produce un aumento de la reabsorcion de agua a nivel del tubulo
colector, lo que provoca una hiponatremia dilucional. Tiene multiples causas: farmacos (neurolépticos y
antidepresivos), enfermedades pulmonares (neumonia, tuberculosis), enfermedades del SNC (tumores,
traumas, meningitis), dolor, estrés...

La diabetes insipida se basa en un efecto reducido en la funcién de la ADH. Segun su origen puede ser:

*  Central: Hiposecrecion de ADH, ya sea por produccion nula o insuficiente por parte del hipotalamo
o falta de secrecién por parte de la hipdfisis.

* Nefrogena: Incapacidad de respuesta del rifion frente a la ADH (receptor V2 renal).

En nuestro caso se trata de una polidipsia primaria por diagndstico de descarte de otras patologias
relacionadas con la ADH.

POLIDIPSIA PRIMARIA SIADH DIABETES INSIPIDA CENTRAL
(lADH) (1ADH) (lADH)
Osmolalidad plasmatica | Osmolalidad plasmatica | Osmolalidad plasmatica t
Osmolalidad urinaria || Osmolalidad urinaria 1 Osmolalidad urinaria |
(<100 mOsm/kg) (>1000 mOsm/kg) (>100 mOsm/kg)

Tabla 2. Diagndstico diferencial entre polidipsia primaria y patologias relacionadas con ADH a partir de la
osmolalidad plasmatica y urinaria.

TRATAMIENTO

En nuestro caso se basa Unicamente en la restriccién hidrica, con mejora objetiva de la paciente por los
mecanismos compensadores del organismo. Ademas de la restriccion hidrica, el tratamiento tiene que estar
enfocado en el origen del consumo abusivo de agua, para lo que es fundamental analizar las causas que
pueden dar luigar a estar patologia y tratarlas adecuadamente.

—  Psicoterapia
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— Alternativa farmacoldgica en casos de xerostomia
—  Tratamiento del tumor, enfermedad autoinmune, etc.

En caso de hiponatremia aguda (<110 mEg/L) se recomienda tratamiento de choque con suero salino
hipertonico®.

RESULTADO Y SEGUIMIENTO

La paciente mejora con restriccion hidrica, aunque la mayoria de los episodios acaban en fuga o alta
voluntaria.

DISCUSION

Aunque la principal causa de polidipsia primaria es psicogénica, hay otros factores que pueden provocarla
como la afectacion del centro de la sed (hipotalamo) o la xerostomia que producen algunos farmacos. En
pacientes psiquiatricos, esta polidipsia suele ser multifactorial: psicogena, farmacoldgica, por sindrome de
secrecion inadecuada de ADH (SIADH), entre otras®.

Los mecanismos compensadores del organismo son la funcién hormonal, el sistema cardiovascular y el
sistema renal; todos estan relacionados, aunque el sistema renal es el que tiene mayor peso. Este sistema
es capaz de formar hasta 15 litros de orina al dia, 5 veces mas concentrada o diluida que la sangre (50-
1500 mOsm/L). Este dato se suma a la frecuencia de filtrado glomerular (se filtra todo el plasma alrededor
de 60 veces por dia) que nos da idea del potencial homeostatico del sistema renal, ademas de la hormona
antidiurética y la contraccion o relajacion de la arteriola aferente o eferente del glomérulo para variar la
presion hidrostatica y cambiar la cantidad de filtracion de plasma en el glomérulo®.

TRES MENSAJES PARA LLEVAR A CASA
e La potomania es un problema multifactorial (comorbilidad):
— Trastorno psiquiatrico
— Patologia hipotalamica
- Féarmacos
- SIADH
e Se caracteriza por hiponatremia severa y osmolalidades plasmaticas y urinarias muy bajas.

e Eltratamiento ira enfocado a la causa primaria que esta provocando la potomania, en nuestro caso
fue suficiente un tratamiento sintomatico basado en restriccién hidrica.
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UNE-EN ISO 15189: INSTALACIONES Y CONDICIONES AMBIENTALES. EQUIPOS DE
LABORATORIO, REACTIVOS Y MATERIALES FUNGIBLES
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Instalaciones y condiciones ambientales (Apartado 5.2 de la norma ISO 15189:2013)

Los laboratorios deben determinar, proporcionar y mantener la infraestructura necesaria para la operacion
de sus procesos Yy lograra la conformidad de los productos y servicios. En la edicién vigente de la norma
este apartado viene dividido en 6 grandes bloques que se irdn desgranando a largo de este capitulo y que
incluyen (Figura 5.2.1):

Instalaciones y
condiciones
ambientales (5.2.1)

|
| | I l

Instalaciones del Instalaciones de Instalaciones Instalaciones
laboratorio y areas almacenamiento para el para la toma de
de trabajo (5.2.3) personal muestras de los

adyacentes (5.2.2) (5.2.4) pacientes (5.2.5)

Mantenimiento de la instalacién y condiciones ambientales (5.2.6)

Figura 5.2.1. Blogues de la norma referidos a instalaciones y condiciones ambientales

La pregunta que surge inicialmente es la siguiente ¢ Como cumpliremos con los requisitos de la norma?
¢ Qué es lo que tenemos que hacer? Para conseguir este objetivo, es necesario el dominio de los siguientes
conocimientos y tener presente en todo momento qué nos pide la norma.

En el primer epigrafe de este subapartado, 5.2 “Instalaciones y condiciones ambientales”, la norma indica
que el laboratorio debe disponer de un espacio disefiado para garantizar la calidad, seguridad y eficacia del
servicio proporcionado a los usuarios y asimismo ofrecer un entorno de salud y seguridad tanto al personal
del laboratorio como a los pacientes y visitantes.

Ademas, establece que el laboratorio es el responsable de evaluar que el espacio destinado para la
realizacién del trabajo es suficiente y adecuado.

En relacién con este punto, a modo de ejemplo, el Hospital Universitario 12 de Octubre cuenta con un area
preanalitica dividida en dos areas claramente diferenciadas, un area de muestras y un area de pacientes.
El area de muestras o de preanalitica propiamente dicha, es una de las areas transversales que comparten
todos los laboratorios y por tanto, Unico punto de recepciéon y envio de muestras y su alto grado de
automatizacion permite una distribucion rapida, trazable y eficaz de las muestras a los diferentes
laboratorios. Respecto al area de pacientes, la norma en el subapartado 5.2.5 relativo a las “Instalaciones
para la toma de muestras de los pacientes”, indica que se debe disponer de zonas separadas para la
recepcion/sala de espera y para la toma de muestra. Ademas, indica que se deben tener en cuenta las
discapacidades, comodidad y privacidad de los pacientes y la existencia de un espacio adecuado para la
persona acompafiante (por ejemplo, tutor o intérprete) durante la toma de la muestra. Asi, la sala de
extracciones de Hospital Universitario 12 de Octubre cuenta con boxes individuales que permiten realizar
la toma de muestra de forma adecuada, y que cuentan ademas con espacios amplios que posibilitan el
acompafiamiento del paciente durante la toma de muestra y en los cuales se respeta la intimidad y
privacidad del paciente.

En este punto, la norma también indica que las instalaciones para toma de muestra deben disponer de
equipos de primeros auxilios (carro de paradas y desfibriladores), apropiados para las necesidades de los
pacientes y del personal clinico y deben encargarse ademas de su mantenimiento. Estos dispositivos
moviles, por tanto, deberan llevar adherido su plan/registros de mantenimiento donde se indique cémo llevar
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a cabo de forma sistematica la revision periodica de su contenido y el mantenimiento de este. En la revision
se ha de comprobar que se cuenta con todo el material (medicacién, material sanitario y aparataje) y que
éste se encuentra en condiciones 6ptimas para su utilizacion, para evitar que cuando se precise, este
caducado o falte lo necesario para manejar situaciones de urgencia vital.

En el segundo epigrafe 5.2.2 “Instalaciones del laboratorio y areas de trabajo adyacentes” la norma hace
referencia a varios aspectos que el laboratorio debe asegurar en relacion con sus instalaciones. Se indica
que los laboratorios deben contar al menos con 2 areas diferenciadas: un area de trabajo o de andlisis y
procesamiento de las muestras y un area auxiliar con diferentes espacios destinados a funciones
administrativas o de apoyo (almacenes, salas de espera, salas de reuniones y docencia, despachos,
habitaciones de descanso para el personal, vestuarios aseos o pasillos). Esta diferenciacion de areas
permite separar zonas de mayor riesgo de zonas de menor riesgo, lo que contribuye a alcanzar el maximo
de seguridad, eficacia y funcionalidad de los espacios.

En lo que respecta a las areas auxiliares, la norma en el subapartado 5.2.4 relativo a las “Instalaciones para
el personal” hace referencia a varias necesidades que deben cubrirse para asegurar la comodidad y
seguridad del personal del laboratorio. Algunas de sus especificaciones son de obligado cumplimiento,
como la existencia de un acceso adecuado a los lavabos, a un suministro de agua apta para el consumo y
a las instalaciones para el almacenamiento del equipo de proteccion personal y la vestimenta. En caso de
que sea posible, el laboratorio debera proporcionar el espacio para las actividades del personal tales como
las salas de reuniones o un area de descanso

Respecto a las areas de trabajo, la norma indica que se ha de controlar el acceso a las &reas del laboratorio.
Un aspecto de vital importancia ya que contribuye a asegurar que la calidad de los analisis, las muestras
de los pacientes, los recursos del laboratorio y la informacion clinica estan protegidos. Para garantizar esta
proteccion, en los diferentes accesos a las areas de trabajo, los laboratorios pueden disponer de puertas
de seguridad de apertura mediante tarjeta de identificacion personal sélo facilitada a los profesionales
sanitarios.

Otro aspecto que el laboratorio debe contemplar y asi lo indica la norma en el subapartado 5.2.5. es el de
asegurar el correcto estado de las instalaciones. Entre las instalaciones a verificar se incluyen: fuentes de
energia, iluminacion, ventilacion, agua, desecho de residuos, condiciones ambientales y control del ruido.
Este ultimo se incluye como novedad respecto a la edicidn anterior de la norma. Al respecto, para aquellos
laboratorios que presenten un alto grado de robotizacién y un gran trasiego de personal, los estudios de
ruido ambiental que se realicen durante su funcionamiento han de indicar que los niveles detectados no
superen los limites establecidos en la reglamentacion vigente.

En relacion con este punto, habra determinadas técnicas que para su correcto funcionamiento nos exijan
trabajar bajo unas condiciones ambientales cuidadosamente controladas, y por tanto, para la correcta
realizacién de los analisis habra que contemplar aspectos tales como aislamiento, ausencia de vibraciones,
acceso a determinados suministros...). Por ejemplo, la localizacién de una Unidad de Espectrometria de
masas en el Area de bioquimica especializada exige contar con un espacio propio, independiente,
precisamente para garantizar los aspectos mencionados ademas de otras prescripciones técnicas muy
especificas relativas a la climatizacion, a la conexion de los distintos suministros (red eléctrica, gases,
disolventes, etc.), y el acceso a sistemas de evacuacion de residuos o de extraccion de gases cumpliendo
con la legislacion vigente.

También, en este punto la norma indica que debe existir un sistema de comunicacion factible dentro del
laboratorio adecuado al tamafio y complejidad de la instalacion, para asegurar la transferencia eficaz de
informacién (por ejemplo, si los laboratorios estan ubicados en los diferentes pisos de una torre, mediante
ascensores que comuniquen entre si los diferentes laboratorios, ademas de un ascensor interno que les
comunique con el area de preanalitica).

Y por dltimo la norma también dice que el laboratorio debe asegurar que se han proporcionado las
instalaciones y dispositivos de seguridad adecuados. En este sentido, un laboratorio de microbiologia, dada
la naturaleza de las muestras que maneja, debe establecer un Manual de Seguridad en el que describan
una serie de medidas para la prevencién de riesgos derivados del trabajo, asi como protocolos de actuacién
en caso de accidente biologico, y “Todas las personas que desarrollan su labor en las areas deberan
disponer de un ejemplar actualizado y es responsabilidad de cada persona conocerlo y aplicarlo”.

En los laboratorios de microbiologia ademas existen diferentes niveles de bioseguridad en funcién del riesgo
asociado a determinadas actividades que se realizan en las areas de trabajo y que suponen la manipulacion
de diferentes agentes hiol6gicos. Esta situacion se presenta, por ejemplo, en el area de Micobacterias que



debe contar con un laboratorio de nivel de seguridad P3. Se trata de una instalaciéon de alta seguridad
biolégica, dotada de medidas de contenciéon adecuadas para el manejo de agentes biolégicos causantes
de graves infecciones y facilmente transmisibles, como es el caso en el ejemplo que nos ocupa del
Mycobacterium tuberculosis. Son 4 los niveles de bioseguridad, en orden ascendente segun el grado de
proteccion. Entre las principales medidas preventivas a aplicar para este nivel de bioseguridad P3 estan: el
establecer un acceso controlado al laboratorio, la utilizacién de cabinas de seguridad bioldgica (CBS), contar
con sistemas de ventilacion con gradiente de presion negativa para crear un flujo de aire dirigido al interior
de la instalacién que minimice la liberacién de aerosoles infecciosos desde el laboratorio y ademas adoptar
las medidas de proteccion individual necesarias.

En el subapartado 5.2.3 “Instalaciones de almacenamiento”, la norma indica claramente como tiene que ser
el espacio destinado al almacenamiento de muestras y dice que: “el laboratorio debe disponer de un espacio
y las condiciones de almacenamiento y conservacion adecuados, que aseguren la integridad permanente
0 al menos a largo plazo de los materiales: muestras, equipos, reactivos, materiales fungibles, documentos,
registros y cualquier otro articulo que pueda afectar a la calidad de los resultados del analisis. Aunque, no
indica como debe hacerse este almacenamiento y conservacion. Los laboratorios deben disponer de
espacios de almacenamiento situados dentro del &rea de trabajo, para reducir al minimo el desplazamiento
del personal. Se trata de espacios de almacenamiento tanto para las muestras como para los residuos
posteriores generados tras su procesamiento. Se pueden distinguir dos tipos de areas de almacenamiento:
areas de almacenamiento refrigerado y no refrigerado.

Para cumplir con este requisito de la norma y asegurar la integridad permanente de estos materiales el
laboratorio debe contar con sistemas de control y registro de las condiciones ambientales que garanticen el
cumplimiento de las condiciones de conservacion. Generalmente estas condiciones deben ser controladas
en continuo, por lo que resulta muy Gtil disponer de sistemas de medicion y registro automaticos. A modo
de ejemplo, la estrategia seguida en el Hospital Universitario 12 de Octubre para el control de temperatura
de equipos isotermos consiste en la instalacion de la aplicacion informatica “Sirius” en todos los laboratorios,
que permite controlar las temperaturas de estufas, refrigeradores y congeladores, sumando un total de 184
equipos pertenecientes a los 7 laboratorios. La aplicacion, a través de sondas acopladas al exterior de cada
equipo, identifica cualquier equipo en el que se haya producido una alerta por presentar una temperatura
fuera de su rango permitido, y para estos casos existe a su vez un plan de contingencia que indica qué
hacer en estas situaciones.

En este mismo epigrafe, la norma indica que las instalaciones de desecho de los materiales peligrosos
deben ser apropiadas a los riesgos de los mismos, y segun indique la reglamentacion pertinente. En este
sentido, el laboratorio de microbiologia debera disponer de un procedimiento especifico para la gestion de
sus residuos con el fin de minimizar la exposicién del personal a un riesgo o0 amenaza biol6gica derivado
de la naturaleza de las muestran que se manejan. Por supuesto, el personal del Laboratorio de
Microbiologia esta obligado a conocer y cumplir las normas que en él se indican.

Respecto a la gestion de residuos, cada hospital debe contar con su propia politica medioambiental que ha
de estar regulada y constar como norma general, siendo de aplicacion a todas las personas que trabajen
en el Hospital. Para la eliminacion de residuos, el organismo de gestion ambiental ha de elaborar una
Instruccion Técnica y pictogramas indicativos en formato péster para su distribucion en los laboratorios y
asi facilitar la formacion del personal.

La norma en el epigrafe 5.2.6 hace referencia al “Mantenimiento de la instalacion y condiciones
ambientales” e indica que: el laboratorio debe realizar un seguimiento, control y registro de las condiciones
ambientales prestando especial atencion a factores tales como la iluminacion, temperatura, esterilidad,
logistica del flujo de trabajo, entre otros, siempre que puedan influir negativamente sobre la calidad de la
muestra, los resultados o salud del personal. En relacion con este punto, el laboratorio de microbiologia
debera disponer de un espacio especifico para la recepcion de muestras y de un area contigua de siembra
y pre-procesamiento que debera situarse a la entrada del laboratorio, de manera que las muestras se
depositen sin necesidad de acceder a las areas internas. Proxima a las areas de trabajo, el Area de limpieza
de material y esterilizacion debe ser un area diferenciada dentro del laboratorio, de acceso restringido y por
ser el lugar en el que se ubica el autoclave, debera situarse cerca de una salida de emergencia.

Ademas, en este mismo subapartado, la norma indica que las instalaciones del laboratorio se deben
mantener en una condicion funcional y fiable y se debe asegurar que las areas de trabajo estén limpias y
bien mantenidas. También, indica que se debe documentar como llevar a cabo la limpieza diaria de las
areas de trabajo, y como formar al personal para llevar a cabo esa limpieza de forma adecuada.
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Por dltimo y no menos importante, la norma hace hincapié en este punto en la necesidad de que exista una
separacion eficaz entre las secciones del laboratorio en las que se realizan actividades incompatibles. Indica
que deben existir procedimientos implantados para impedir la contaminacién cruzada, bien cuando los
procedimientos analiticos representen un peligro o bien, cuando el trabajo pudiera resultar afectado o
influido por el hecho de no estar segregado. En los laboratorios de diagnéstico molecular, la contaminacion
cruzada es uno de los principales problemas que nos podemos encontrar derivado de las técnicas de
amplificacion, que puede trasladar resultados falsos positivos y comprometer la integridad del diagnéstico.
Para minimizar este riesgo, el laboratorio debe tener una organizacién que asegure una estricta separacion
fisica entre el area pre-PCR o zona de extraccion de los &cidos nucleicos y el area post-PCR o zona de
amplificacién.

Equipos de laboratorio, reactivos y materiales fungibles (Apartado 5.3 de la norma ISO 15189:2013)

El laboratorio debe asegurar que los equipos del laboratorio y el material necesario para trabajar con ellos,
tanto directa como indirectamente, se encuentra en las condiciones 6ptimas para la obtencion de resultados
fiables. Debido al incremento de la complejidad de los laboratorios y sistemas empleados, es necesario
establecer unos requisitos especificos cada vez mas desarrollados, dirigidos al uso y gestion de los equipos
y de los materiales utilizados.

En el primer epigrafe de este subapartado, 5.3.1 “Equipo”, la norma indica que el laboratorio ha de elaborar
un procedimiento documentado para la seleccién compra y gestién de equipos y ademas el laboratorio ha
de estar dotado de todo el equipamiento necesario para la provision de servicios, que a efectos de la
acreditacion seran aquellos servicios incluidos en el alcance que se vaya a acreditar. Para cumplir con este
requisito se puede disponer de un Unico documento o bien de varios que incluyan esta informacion.

Ademas, se debe disponer de un listado de equipos que incluya a todos los utilizados (analizadores, pipetas,
centrifugas, refrigeradores, etc.) y por supuesto el software que se utilice (para registro de personal, para
los datos de informacion...), ya que también es considerado equipo de laboratorio.

Con respecto a los EQUIPOS DE LABORATORIO, la norma divide este epigrafe en 6 grandes bloques en
los que se tienen en cuenta dos aspectos fundamentales, los requisitos para la seleccion y adquisicion de
los equipos, y los correspondientes a su gestion (Figura 5.3.1):

Seleccién y Verificacién del Instrucciones de uso
compra/adquisicién [—>] equipo para su — del equipo.
del equipo (5.3.1.1) aceptacion (5.3.1.2) Formacién (5.3.1.3)
v
Notificacion de Mantenimiento y Calibracién y
incidentes adversos de (<— reparacion del < trazabilidad
los equipos (5.3.1.6) equipo (5.3.1.5) metrolégica (5.3.1.4)

Figura 5.3.1. Blogues de la norma referidos a equipos de laboratorio.

De acuerdo con este esquema, el laboratorio selecciona los equipos que necesita, en el sistema publico
generalmente mediante concurso. Las empresas de diagndstico se encargan de instalar el equipo y verifican
que cumple los criterios de aceptacion establecidos dejando constancia al laboratorio de las verificaciones
efectuadas segun los protocolos establecidos para cada equipo. Como se explicara en capitulos posteriores
al hablar de los procedimientos analiticos, es necesario siempre verificar los métodos que se utilicen. Por
otra parte, a criterio del laboratorio se elaboraran si se considera conveniente, instrucciones técnicas para
el manejo del equipo o bien se utilizara directamente el manual del propio equipo y se realizara siempre la
formacion de las personas que vayan a utilizarlo. Se debe notificar y hacer constar los incidentes que se
produzcan en estos equipos ya sea mediante reclamaciones, no conformidades o la forma que se
establezca. En este capitulo se abordara el mantenimiento de equipos, mientras que los aspectos relativos
a calibracion y trazabilidad metrologica se trataran ampliamente en el capitulo “Procesos Analiticos”
correspondiente al subapartado 5.5 de la norma.

La norma en el epigrafe 5.3.1.5 relativo al Mantenimiento y Reparacion de Equipos establece que el
laboratorio debe disponer de un programa documentado de mantenimiento preventivo que como minimo
siga las instrucciones del fabricante y con el objetivo de mantener el equipo en condiciones seguras y en



perfecto estado de funcionamiento. Este documento debera recoger como se realizan los mantenimientos,
ya sea una verificacion, una calibracién o un mantenimiento preventivo, asi como los criterios de aceptacion
de estos.

En este sentido, anualmente se han de verificar los equipos isotermos, centrifugas, etc. siguiendo los
criterios establecidos por ENAC, siempre que la ENAC disponga de esta documentacion. También, se han
de calibrar anualmente las pipetas y balanzas por un laboratorio acreditado por ENAC cémo nos indica la
norma. Se han de realizar mantenimientos preventivos en los periodos de tiempo establecidos y también
mantenimientos correctivos. Por supuesto, siempre que el equipo se halle en estado defectuoso se debe
retirar del servicio y se debe etiquetar claramente como “NO APTO PARA SU USO”

En relacién con esto, el servicio de electromedicina del Hospital Universitario 12 de Octubre, se encarga de
llevar a cabo esas verificaciones y ha elaborado un calendario anual de mantenimientos de los equipos del
laboratorio. Se trata de un listado en formato Excel en el que se indica la frecuencia y fecha prevista para
la proxima verificacién/calibracion o mantenimiento preventivo. El servicio de electromedicina vincula el
informe de resultados del mantenimiento efectuado a un equipo al registro del equipo en este listado,
pudiendo acceder a través del link a dicho informe. A través de esta estrategia se asegura la conservacion
de esta informacion y a su vez que ésta sea facilmente accesible para el area de calidad.

Este es un punto muy importante para considerar, y puede ser origen de NO CONFORMIDADES
MAYORES en la auditoria. Por ejemplo, en relacion con la verificacion de los equipos auxiliares (pipetas,
balanzas) se detecta que:

Para dar respuesta a estas preguntas, la norma recomienda basarse en documentacion especifica
publicada por la propia ENAC al respecto, o en su defecto basarse en criterios aceptados por Sociedades
Cientificas u otros organismos reconocidos internacionalmente. Asi, en el caso particular de los equipos
isotermos la ENAC dispone de una nota informativa en la que se indica como llevar a cabo la verificacion
de estos equipos, cuales son los requisitos o factores a considerar en su verificacion, ademas de establecer
los criterios de aceptacion y rechazo de estas verificaciones. Esta informacion se ha de incorporar a nuestro
procedimiento lo que dara lugar a una nueva edicion del mismo y ademas, tras la auditoria se han incluir
aquellos aspectos/items que no habian sido contemplados en el informe de verificacion inicial de estos
equipos. Una vez actualizado con las modificaciones incorporadas en nuestro procedimiento se puede dar
por cerrada la NO CONFORMIDAD.

La calibracion de equipos es otro de los puntos clave que puede dar origen a NO CONFORMIDADES en la
auditoria. Los laboratorios acreditados son los Unicos que garantizan la trazabilidad y fiabilidad de los
resultados de las calibraciones.

Asi se recoge en la nota correspondiente a La Politica de trazabilidad metroldgica de la ENAC en la que se
indica que ENAC sdlo aceptara “Los certificados de calibracion externa que incluyan la marca de
acreditacion ENAC o de cualquier organismo de acreditacion con que ENAC haya firmado un acuerdo de
reconocimiento (EA, ILAC, ...) o haber sido emitidos por laboratorios nacionales firmantes del acuerdo de
reconocimiento mutuo de CIPM”.

Otra posible NO CONFORMIDAD a la que podemos incurrir relacionada también con el proceso de
calibracion, es que no se han documentado los criterios de aceptacion y rechazo de las calibraciones de
los equipos auxiliares y tampoco hay constancia de como se habia llevado a cabo la evaluacién de los
resultados de estas.

Al igual que se plante6 para el proceso de verificacion, en este caso para conseguir esa informacion, se
puede recurrir a las recomendaciones aceptadas por la SECQ (Sociedad Espafiola de Bioquimica Clinica
y Patologia Molecular) para la calibracion de material volumétrico y balanzas. En estos documentos se
indica cémo llevar a cabo el procedimiento de calibracion y cuales son los criterios de aceptacion y rechazo
para estas calibraciones. Tras incorporar a nuestro procedimiento de calibracion esta informacion se puede
dar por cerrada esta NO CONFORMIDAD.

En los laboratorios del Hospital 12 de Octubre la calibracién de pipetas es realizada por un laboratorio
acreditado por ENAC. En el informe de calibracién, para cada punto de calibracion se calcula el error
sistematico y la incertidumbre de medida del instrumento. Datos a partir de los cuales se puede determinar
el error maximo permitido (EMP) en cada punto de calibracion, lo que permite establecer unos criterios de
aceptacion y de rechazo de las calibraciones. Dependiendo de su valor se puede establecer una
categorizacion de las pipetas, lo que determinara para qué uso puede destinarse y para cuales no.
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En el subapartado 5.3.2 correspondiente a reactivos y materiales fungibles, al igual que en el caso de los
equipos de laboratorio, la norma indica que “el laboratorio debe disponer de un procedimiento documentado
para la adquisicion, recepcion, almacenamiento, ensayo y gestion de los reactivos y el material fungible”.

En nuestro medio son los supervisores los encargados de la gestién de reactivos y material fungible siempre
a propuesta de los facultativos y siguiendo la normativa del hospital.

Una vez adquirido el reactivo o el material fungible, el laboratorio debe comprobar a la recepcion si durante
el transporte se han mantenido las condiciones de conservacion especificadas por el fabricante, asi como
la integridad del mismo. El laboratorio debe establecer, por tanto, unos criterios de aceptacion/rechazo y
evaluar permanentemente a los proveedores, registrando cualquier incidencia detectada o eventuales
incumplimientos de contratos.

Ademas, la norma indica que, estos incidentes han de ser investigados y comunicados a los fabricantes y
autoridades pertinentes. Ante una incidencia no resuelta o reiterativa, ésta debe ser comunicada al Servicio
de Suministros que debe contactar con el laboratorio de diagnéstico para intentar solucionarlo y evitar de
este modo que se repita. Por otra parte, anualmente, este servicio ha de evaluar a los proveedores y remitir
la evaluacion a los laboratorios. Aunque lo habitual es que no se registren quejas, en aquellos casos en los
que la evaluacién haya sido negativa, si procede se deberan emprender las medidas correctivas oportunas.

Respecto al almacenamiento de los reactivos y material fungible, la norma indica que el laboratorio debe
almacenar los reactivos y materiales fungibles recibidos de acuerdo con las especificaciones del fabricante,
gue deberan estar facilmente accesibles a todo el personal del laboratorio.

Para finalizar, la norma también indica que: “El laboratorio debe establecer un sistema de control del
inventario para los reactivos y materiales fungibles”. Asi como definir una sistemética que priorice el
consumo en orden a su caducidad. Esto implica la elaboracién de un registro para el control de los lotes de
los reactivos y materiales que se poseen en el almacén, en el que figure su fecha de recepcion, fecha de
caducidad, nimero disponible, etc. ya sea en formato papel, que es lo habitual o idealmente en formato
electronico para la gestion del stock de reactivo.



UNE-EN ISO 15189: PERSONAL

Autores: Diego Tufon Le Poultel, Daniel Parraga Garcia

Servicio de Andlisis Clinicos y Bioquimica Clinica, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Uno de los apartados de requisitos técnicos de la norma ISO 15189 es el de personal. Durante el presente
capitulo, se repasaran sus nueve puntos. El primero de ellos establece que para indicar el cumplimiento de
los requisitos, el laboratorio debe disponer de un procedimiento que establezca cémo se gestiona al
personal y, ademas, cémo se mantienen sus registros. Sin embargo, cada laboratorio puede decidir como.
En nuestro laboratorio, se ha creado un procedimiento técnico para la gestion de los recursos humanos, un
documento que integra a los servicios de Bioquimica, Hematologia, Microbiologia, Genética e Inmunologia.
En él, se describe al personal como el activo mas valioso del servicio, siendo el equipo humano el elemento
clave para la calidad, eficiencia y productividad del mismo.

A su vez, es un requisito del sistema de gestion de la calidad que la direccion del laboratorio documente la
cualificacion del personal para cada puesto. Se debe reflejar la educacion académica, la formacion, la
experiencia apropiada y la capacitacion demostrada necesaria, siendo apropiada para las tareas realizadas.
A lo largo del texto se vera como el laboratorio se asegura de que el personal que trabaja en cada area de
conocimiento tiene formacion suficiente para desempefiar el puesto.

La norma establece que el laboratorio debe disponer de las descripciones de todos los puestos de trabajo
y que se describan las responsabilidades, niveles de autoridad y tareas para todas las categorias
profesionales. Por ejemplo, y como se describe en el debido procedimiento técnico, el responsable de la
calidad depende jerarquica y funcionalmente de su jefe de servicio. Se ha descrito que entre sus funciones
estan supervisar el sistema de gestion de la calidad (SGC), gestionar la calidad en todas las etapas del
proceso analitico, el cumplimiento y control de los registros del personal. En caso de coordinar todos los
laboratorios, elaborard y mantendra actualizado el manual de la calidad, los procesos y la documentacion
comun. Como titulacion, se requiere ser facultativo especialista con formacion en calidad. Otro ejemplo sera
el técnico especialista en laboratorio, que tendra dependencia jerarquica del supervisor del area y funcional
del jefe de seccion o facultativo. Sus tareas generales son las correspondientes por estatuto y legislacion
debidamente recogidas en el Boletin Oficial del Estado, como pueden ser la recepcion e identificacion de
muestras, recogida de tiempos y temperatura en el transporte, tratamientos previos, alicuotas y almacén.
Como titulacién se requiere formacion profesional.

Como se puede ver en el organigrama (Figura 1), la distribucién de los recursos humanos se da en tres
grandes ramas. El personal facultativo, incluidos residentes, depende jerarquicamente de la direccién
médica y directamente del jefe de servicio. El personal de enfermeria, es decir, enfermeros, técnicos y
auxiliares de enfermeria dependen jerarquicamente del director de enfermeria y directamente del
supervisor. El personal administrativo depende jerarquicamente de la direccion de gestidon en recursos
humanos, y directamente del coordinador de auxiliares administrativos. En cuanto a los niveles de autoridad
entre las distintas categorias profesionales del laboratorio, es importante diferenciar la dependencia
jerarquica, en azul, de la funcional, en rojo. Funcionalmente, todo el personal depende del jefe del servicio
al que se incorpora, o de la jefatura de seccion, o del facultativo responsable.
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Niveles de autoridad.

Dependencia:
Jerarquica —

Funcional -

LABORATORIOS
JEFATURA DE SERVICIO

TCAE

Figura 1. Organigrama del personal del laboratorio y sus dependencias jerarquicas y funcionales.

Si continuamos revisando, la norma dice que el laboratorio debe disponer de un programa para introducir
al personal nuevo a la organizacion, al departamento o al &rea en que la persona trabajara, los periodos y
condiciones laborales, las instalaciones del personal, los requisitos de salud y seguridad laboral (incluyendo
la actuacion en caso de incendio y emergencia) asi como los servicios de salud ocupacional. En nuestro
caso, estos requisitos los tenemos recogidos en el manual de acogida de nuevo personal. Nuestro manual
de acogida recoge aspectos muy diversos y de gran utilidad para el personal que se incorpora. Aporta
informacién para el acceso a las instalaciones, la obtencién del nimero de empleado y usuario informatico.
Un aspecto muy importante cuando alguien se incorpora al puesto de trabajo es saber que la informacién y
datos que va a manejar son estrictamente confidenciales. En nuestro hospital, el Servicio de Personal obliga
a firmar un documento de confidencialidad a todos los trabajadores que se incorporan. En el manual también
se describe una breve historia del Hospital Universitario 12 de Octubre, donde actualmente trabajan
coordinados mas de 6000 empleados, junto con su misién, visiébn y plan estratégico. Ademas, se
proporciona la normativa legal vigente que puede ser de interés relativa a los recursos humanos, el sistema
informatico del laboratorio junto con el sistema de gestion de la calidad, los periodos y condiciones laborales,
las opciones formativas, etc. En cuanto a la seguridad en el laboratorio se presta atencion a la seguridad
del trabajador, con interés en las buenas practicas profesionales, es decir, minimizando la exposicion a
riesgos. La responsabilidad para con la inmunizacion, gestidon de incidentes y accidentes y la ergonomia
recae en el servicio de prevencion de riesgos laborales. En la intranet del hospital esta disponible el plan
de autoproteccion, que tiene por objeto salvaguardar la seguridad de las personas ante catastrofes internas,
incendio, amenaza de bomba, riesgos radiolégicos.

Por otra parte, la norma establece que el laboratorio debe proporcionar formacién para todo el personal que
incluya el sistema de gestion de la calidad, los procesos y procedimientos de trabajo asignados, el sistema
aplicable de informacién del laboratorio, la salud y seguridad (contencién y prevencion de incidentes), la
ética y la confidencialidad de informacidon del paciente. Se considera que el personal que esté en formacién
debe estar supervisado. A su vez, la eficacia del programa de formacién se debe de revisar periédicamente.
Como se vera a continuacion, en la formacién continuada anual que se imparte se hace hincapié en estos
aspectos. Cuando llega un nuevo profesional a un laboratorio, el facultativo o supervisor encargado le
entregara una serie de conocimientos tedricos y practicos contenidos en la ficha asignada al puesto. La
formacion técnica y practica se llevara a cabo por tutorizacion por otro profesional veterano, observacion
de tareas a compariero, reuniones con supervisor o formacion por facultativo. Constara en la ficha asignada
ala persona. Los laboratorios tienen descritos en fichas los diferentes puestos de trabajo y las competencias
tedricas y practicas asociadas a dichos puestos. En el caso de un técnico de cancer hereditario tendra una
competencias generales y especificas. Una vez pasado el tiempo de formacion, que esta establecido en
funcién del puesto y que puede llegar a ser, como en este caso, de 3 meses debido a la complejidad de las



técnicas, se procedera a la comprobacion de la adquisicion de conocimientos requeridos evaluando a la
persona como competente o no para el puesto.

En nuestro hospital las posibilidades de acceso a actividades formativas son muy amplias. En nuestro caso,
sesiones establecidas en los laboratorios, sesiones hospitalarias semanales. Las empresas de diagnéstico
también organizan cursos formativos para el personal, cursos organizados por el hospital y por la consejeria
de la Comunidad de Madrid. El laboratorio realiza cursos acreditados como formacién continuada, que
posteriormente se comentara. Después de recibir la formacién, se debe evaluar la competencia de la
persona que realiza las tareas asignadas de acuerdo con los criterios establecidos, que son, la reevaluacion
debe tener lugar a intervalos regulares y la nueva formacion se debe realizar cuando sea necesario. Asi, el
laboratorio se asegura de que el personal que trabaja en cada area de conocimiento tiene formacion
suficiente para desempefiar el puesto.

La norma establece varios criterios para evaluar al personal, como observar los procesos y procedimientos
junto con las practicas de seguridad. (Por ejemplo, manejo de muestras como liquidos cefalorraquideos
siempre con guantes), comprobar el mantenimiento y funcionamiento con los equipos, seguir el registro y
comunicacioén de los resultados de los andlisis, la revision de los registros de trabajo, la evaluacion de la
capacidad de resolver problemas y el andlisis de muestras como controles externos, muestras en paralelo.
Sin embargo, uno se puede preguntar cuando se debe de realizar la evaluacion de la competencia. Como
dicta la norma, el personal es evaluado tras finalizar la formacion. Por ejemplo, tras un cambio a un nuevo
puesto, se realizar4 la formacion y se evaluard la capacitacion. Ademas, como se describe en el
procedimiento sobre recursos humanos, serd reevaluado tras ausencias prolongadas, cuando sea
necesario a criterio del evaluador o siempre que el profesional considere necesario refrescar sus
conocimientos en las nuevas tecnologias, equipamientos o procedimientos de trabajo.

El laboratorio evallia la competencia de cada persona en funcion de la cualificacion necesaria para el puesto
y los resultados del adiestramiento recibido. Por ejemplo, en la ficha del puesto de técnico de orinas esta
reflejado que tendrd unas competencias especificas tedricas de conocimientos para el andlisis de orinas y
competencias especificas practicas de manejo de los equipos y muestras. La capacitacion de cada técnico
de orinas se realizara individualmente. Se evaluara su habilidad en cuanto a seis categorias (equipo,
material de trabajo, muestra, controles, analisis del sedimento y seguridad). Se considerara que la formacion
ha sido satisfactoria si es apto en al menos cinco de las seis categorias. En caso contrario, se repetira la
formacion.

La norma dice que ademas de la competencia técnica, se deben revisar las necesidades tanto del
laboratorio como del individuo, con la finalidad de mantener o mejorar la calidad del servicio prestado a los
usuarios y fomentar las relaciones de trabajo productivas. Por ello, el personal que realiza las revisiones ha
de tener su formacion actualizada, al igual que se realizan reuniones de guardias periddicas para revisar el
normal desarrollo del desempefio del personal.

Otro requisito de la norma es que debe existir un programa de formacién continua para el personal, y que
este debe tomar parte en él ademas de participar en programas regulares de desarrollo profesional u otras
actividades de organizaciones profesionales. Igualmente, se debe revisar periddicamente su eficacia. Para
ello, el laboratorio dispone de cursos anuales acreditados para el personal facultativo, para la actualizacién
de los técnicos especialistas y para el personal de enfermeria. Los programas se revisan, estando
actualizado en los puntos que dicta la norma, para facilitar siempre la mejora. Se evalla su eficacia en cada
curso realizado un cuestionario al finalizar, mediante entrevista o revisando la capacitacion.

En cuanto a los registros de personal, se deben mantener siempre accesibles documentos que demuestren,
entre otros: la educacion académica y profesional pertinente, junto con su titulo, que establecera su
categoria, experiencia en empleos anteriores, recogida es su curriculum vitae, descripciones de los puestos
en los que ha trabajado en el laboratorio, registro de entrega del manual de acogida del nuevo personal, de
la formacién realizada junto con las evaluaciones de su competencia, los cursos de formacién continua en
los que ha participado asi como las revisiones del desempefio. El servicio de prevencion de riesgos
laborales sera responsable de mantener los informes de accidente y exposicién a riesgos junto con el estado
de inmunizacidn, cuando sea pertinente a las obligaciones asignadas.

En nuestro laboratorio, se dispone de una base de datos relacional con acceso de usuario controlado y se
realiza copia de seguridad para el control de todos los registros del personal. Se tiene un listado que cuenta
con todos los profesionales, al dia en altas y bajas. En la ficha de cada uno esta recogido su curriculum
vitae, sus competencias, capacitaciones, titulacion académica junto con la formacion anual en la que ha
participado, tanto planificada como no planificada, historial, formacién continuada realizada, cualificacion,
adiestramiento y valoracion de la competencia en el puesto de trabajo. En el punto de la cualificaciéon y
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adiestramiento de la ficha se refleja el perfil de su puesto de trabajo y los conocimientos que el profesional
ha de tener o adquirir para el desempefio. En él también queda constancia de cuando y quién fue
responsable de llevar a cabo este aprendizaje, identificado con el nUmero de empleado.
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UNE-EN ISO 15189: PROCESOS PREANALITICOS

Autores: Irene Hidalgo Mayoral, Daniel Parraga Garcia

Servicio de Andlisis Clinicos y Bioquimica Clinica, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Introduccién

La norma UNE-EN ISO 15189:2013 define el proceso preanalitico como aquellos “Procesos que comienzan
cronolégicamente a partir de la peticion del médico clinico e incluyen la peticién de los analisis, la
preparacion e identificacién del paciente, la toma de la(s) muestra(s) primaria(s), el transporte hasta el
interior del laboratorio, recepcion, alicuotado y distribuciéon de las muestras a las unidades destinatarias
responsables del andlisis y que terminan cuando comienza el proceso analitico”.

Es un proceso muy complejo y crucial ya que es el momento en el que mayor nimero de personas van a
intervenir, y en el que se concentran la mayor parte de los errores de laboratorio. Se estima que entre un
70-75 % de los errores de laboratorio se deben a fallos en el proceso preanalitico. Asi, la deteccion y
prevencién de estos errores es una de las estrategias claves para asegurar la calidad del laboratorio.

En este sentido resulta de gran importancia elaborar un mapa de procesos del proceso preanalitico, que
contemple el flujo de trabajo y el personal que interviene en cada etapa, y disponer de procedimientos
documentados que describan la organizacion y el desarrollo de las diferentes actividades. La gestion
documental es interesante realizarla en soporte informéatico, ya que resulta mas facil de controlar y actualizar
gue la informacién distribuida en papel.

Deben recogerse los principales puntos: solicitud de la peticiébn analitica, obtencién de la muestra,
transporte, recepcion, distribucion y conservacion.

Solicitud de la peticion analitica

El laboratorio debe tener informacion disponible para los pacientes y usuarios de los servicios del
laboratorio. La informacién debe incluir:

e Informacién sobre el laboratorio: ubicacion, horario de apertura, extraccion y recepcion de
muestras, personal y teléfono de contactos, politica de proteccién de informacién personal y
politica de gestion de reclamaciones.

e Informacién acerca de las actividades preanaliticas: instrucciones para cumplimentar la hoja de
peticion, la preparacion del paciente, la toma de muestras, transporte y conservacion, criterios de
aceptacion y rechazo, requerimiento o no de consentimiento informado.

e Informacién acerca de la determinacion analitica: informacién acerca de la determinacion analitica,
tipo de muestra y volumen requerido, precauciones especiales, factores conocidos que influyan en
el desempefio o interpretacion de los resultados, plazos de entrega de resultados, intervalos de
referencia o valores de decision clinica debidamente justificados.

Una forma de recopilar dicha informacién para los profesionales sanitarios es mediante la Cartera de
Servicios, que debe ser revisada y actualizada de forma peridédica. Un parametro interesante de contemplar
en la Cartera de Servicios es el codigo LOINC (Logical Observation Identifier Names and Codes), que
relaciona de forma inequivoca una determinaciéon analitica con un cédigo numérico Unico y universal,
permitiendo el intercambio electronico de informacion normalizada entre diferentes territorios e
independientemente del idioma.

Para los pacientes, una forma de recopilar la informacion pertinente es a través de dipticos informativos, en
los que se incluyan aspectos importantes como la ubicacion, teléfonos de informaciéon, horarios y
funcionamiento de la sala de extracciones.

La norma UNE-EN ISO 15189:2013 define como debe realizarse la peticion analitica, y la informacion
minima necesaria que debe aparecer. Puede realizarse en soporte papel o mediante peticion electronica, y
debe incluir:

¢ |dentificacion del paciente, incluyendo sexo, fecha de nacimiento y detalles de contacto, asi como
un identificador Unico (por ejemplo, nimero de historia del hospital o n° de tarjeta sanitaria).
¢ |dentificacion del personal peticionario y del destinatario del informe, junto con detalles de contacto.
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¢ Informacién clinica relevante para la interpretacion de los resultados de las pruebas analiticas.
e Andlisis objeto de la peticién.

e Tipo de muestra requerida.

e Fecha de la toma y recepcion de la muestra primaria.

Obtencién de la muestra

El laboratorio debe disponer de procedimientos documentados para la toma y manipulacion apropiadas de
las muestras primarias. Estos procedimientos deben estar disponibles para los responsables de la toma de
la extraccion y toma de muestra, sean o no personal de laboratorio: personal de extracciones, enfermeria
de urgencias, hospitalizacion, centros de atencioén primaria, y el propio paciente.

Una forma interesante de almacenar y poder consultar los procedimientos es incluirlos en la intranet del
hospital, de forma que los usuarios puedan tener acceso a ellos desde cualquier puesto de trabajo, y
siempre a la version actualizada, evitando problemas de documentacién obsoleta. La implantacién de
cursos de formacion para el personal extractor es una buena forma de visibilizar esta informacion, y recalcar
su importancia en el aseguramiento de la calidad de la muestra. En caso de que sea el propio paciente
quién tenga que recoger la muestra (por ejemplo, la recoleccién de orina de 24 horas en un recipiente con
acido clorhidrico para la determinacion de catecolaminas), pueden elaborarse instrucciones por escrito que
entregar al paciente cuando acuda a recoger el envase, que incluyan informacion sobre la prueba,
precauciones, condiciones de almacenamiento y transporte...

Las instrucciones de laboratorio para las actividades de toma de muestra deben incluir:

e Verificacién de la Identidad del paciente del que se toma la muestra primaria y de que cumple los
requisitos preanaliticos requeridos. Debe comprobarse que el volante de peticion esta asociado a
la misma persona que viene a realizarse la extraccion. Una forma de asegurarse es preguntar
directamente al paciente por su nombre y/o otros identificadores personales.

e Descripcién del tipo de contenedor necesario y requerimientos adicionales, como la necesidad de
proteger la muestra de la luz.

e Instrucciones para el etiquetado, de forma que cada muestra quede correctamente asignada al
paciente al que corresponde y se garantice la trazabilidad.

e Registro de la identidad de la persona que toma la muestra, y la fecha y hora de extraccion, asi
como las incidencias que se hayan producido. En laboratorios con posibilidad de trabajar con
claves de acceso individual para cada puesto de trabajo, este registro resulta mas sencillo.

¢ Almacenamiento de muestras de las muestras antes de que se lleven al laboratorio. En caso de
que tras la extraccién la muestra no se envie directamente al laboratorio, deben darse
instrucciones sobre requerimientos especiales de almacenamiento: muestras que deban
conservarse a temperatura ambiente, en hielo, en estufa...

e Desecho seguro de los materiales utilizados

Transporte

El laboratorio debe disponer de un procedimiento documentado para realizar el seguimiento del transporte
de las muestras para asegurar que se transportan: dentro de un intervalo de tiempo apropiado, dentro de
un intervalo de temperatura especificado y de forma que asegure la integridad de la misma y la seguridad
del portador, independientemente de donde se realice la extraccion.

El proceso de transporte de muestras al laboratorio es un punto critico, especialmente para aquellas
procedentes de puntos de extraccion lejanos. La duracion y condiciones ambientales del transporte son
fuentes de variabilidad: un tiempo prolongado entre la toma de muestra y su procesamiento (superior a 2
horas) y/o temperaturas extremas (superiores a 22 °C) pueden dar lugar a falsas alteraciones de parametros
como la glucosa, potasio o lactato deshidrogenasa (LDH), entre otros.

El laboratorio debe definir un sistema normalizado de transporte que permita monitorizar los tiempos y
temperaturas del transporte. Para el control del tiempo es importante definir las rutas de transporte desde
los diferentes centros de extraccidn, con tiempos de recogida y entrega establecidos que no superen las
dos horas. Para el control de las temperaturas es importante definir las condiciones de los contenedores de
transporte, como por ejemplo el numero de acumuladores de frio incluidos en cada contenedor. El uso de
sondas de temperatura incluidas dentro de los contenedores es una idea interesante para monitorizar la
temperatura a lo largo de todo el trayecto, y detectar posibles fluctuaciones. Tras la apertura de los
contenedores, los datos pueden volcarse en un sistema informatico, y registrarse.



En caso de que el transporte no se realizase en las condiciones adecuadas, el laboratorio debe contar un
protocolo de actuacién en el que defina cémo proceder con las muestras afectadas.

Recepcion y distribucion

El laboratorio debe disponer de un procedimiento documentado para la recepcion y distribucion de las
muestras a las diferentes areas de trabajo, en el que se refleje el flujo de trabajo y el personal responsable.

Todas las muestras recibidas deben ser registradas, quedando constancia del tipo de muestra, fecha y hora
de recepcion, y si es posible, quién la recepciona. El personal designado revisa las muestras y evalla su
idoneidad en base a una serie de criterios de aceptacion y rechazo definidos por el laboratorio, y que deben
estar documentados. Ejemplos de criterios de rechazo son: muestras con errores de identificacion,
recogidas en tubo incorrecto o con volumen inapropiado. Las incidencias relacionadas con la recepcion de
la muestra deben ser registradas, indicandose el tipo de incidencia y quién detecta la incidencia, la muestra
implicada, y la accion tomada para resolverla (ejemplo: contactar con el servicio peticionario y solicitar el
envio de nueva muestra). En caso de que, a pesar de detectarse algun problema con la muestra, el
laboratorio decidiese procesarla (por ejemplo, muestras dificiles de obtener como un liquido
cefalorraquideo), se debe incluir en el informe de laboratorio un apunte sobre la naturaleza del problema,
para que sea tenido en cuenta durante la interpretacion de los resultados.

El registro de las incidencias permite disefiar e implantar indicadores de calidad, y trabajar con un control
de calidad interno del proceso preanalitico. Ademas, el laboratorio debe participar en algin programa de
comparacion interlaboratorio. Actualmente existen diferentes Programas de Garantia Externa de la Calidad,
que evallan cada indicador preanalitico en base a unas especificaciones de calidad (minima, deseable y
Optima), y permiten a cada laboratorio conocer su situacién con respecto al resto de participantes y su
evolucion, ayudando a detectar areas de mejora. Entre estos indicadores se incluyen el N° total de
rechazos/N° total de peticiones (%), el N° total de rechazos de suero/N° total de determinaciones de
creatinina (%), o el N° de rechazos por muestra de suero hemolizada/N° determinaciones de creatinina (%).

Todas las muestras deben tener una trazabilidad inequivoca, por peticion y etiquetado, hasta un paciente
determinado. De igual forma, todas las alicuotas de la muestra primaria deben tener una trazabilidad
inequivoca hasta la muestra primaria original.

Si se considera necesario, deben existir instrucciones especiales para la recepcion y distribucién de
muestras especificamente marcadas como urgentes, que prioricen y agilicen su procesamiento, y que
contemplen la recepcion, etiquetado y redaccion del informe. Este podria ser el caso de las muestras para
tipaje de HLA para trasplante.

Conservacion

El laboratorio debe disponer de procedimientos e instalaciones apropiadas para asegurar las muestras del
paciente y evitar su deterioro, pérdida o dafio. Se debe definir el tiempo de almacenamiento de las muestras
en el laboratorio, y disponer de un sistema para monitorizar que las condiciones de almacenamiento sean
adecuadas durante dicho periodo (por ejemplo, sistema de sondas de temperatura para el interior de
neveras, congeladores y estufas).

Los procedimientos deben contemplar asi mismo los plazos para la solicitud de andlisis adicionales o
repeticiones de la misma muestra, definidos en funcién de las posibilidades de almacenamiento de cada
laboratorio. El laboratorio debe disponer de un procedimiento documentado para las peticiones verbales de
andlisis: debe quedar registro de las determinaciones solicitadas, cuando y quién las solicita.
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UNE-EN ISO 15189: PROCESOS ANALITICOS

Autores: Olga Nerea Coya Linares, Daniel Parraga Garcia

Servicio de Andlisis Clinicos y Bioquimica Clinica, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid.

Introduccién

Durante este tema se hablara sobre los puntos 5.5 y 5.6 de la Norma UNE-EN ISO 15189 relativos a los
procesos analiticos y aseguramiento de la calidad de los resultados del analisis.

Se puede definir la etapa analitica como la fase que abarca todas las acciones para la realizacion del
andlisis, desde la seleccion de métodos y equipos de medicion, calibracién, mantenimiento, el sistema de
control de calidad para la deteccion de los posibles errores analiticos, las acciones correctivas dia a dia, el
control de la precision y exactitud analiticas y el desarrollo correcto de la técnica de medicion.

Todos estos puntos estan incluidos detalladamente en la Norma.

Procesos analiticos

e  Seleccion verificacion y validacién de los procedimientos analiticos

El primer paso para la implantacion de una técnica es la seleccion. Cada laboratorio debera elegir la técnica
que mejor se adapte a sus necesidades y, una vez seleccionado, se debe comprobar si el método esta
validado.

Cuando decimos que un método esta validado significa que existe una evidencia objetiva del cumplimiento
de los requisitos especificos para la utilizacién prevista. Estos requisitos deben estar técnicamente
justificados o basarse en criterios aceptados por sociedades cientificas o profesionales o por otra fuente
reconocida y vigente en la comunidad cientifica.

En el caso de que no esté validado se debera proceder a la validacion, si lo esta se deberd verificar, es
decir, aportar una evidencia objetiva del cumplimiento de las especificaciones declaradas del desempefio.

Entre las caracteristicas del desempefio se encuentran: veracidad de medida, exactitud, precision
(repetitividad), precision intermedia, incertidumbre, especificidad, sensibilidad, limite de deteccidn, limite de
cuantificacion, intervalo de medida, especificidad y sensibilidad diagnéstica.

e Validacién

La validacion se debe realizar en los siguientes casos:

- Método no normalizado.

- Normalizado pero para otras aplicaciones.

- Método en el que se ha realizado alguna modificacion.
- Métodos desarrollados por el laboratorio (in house).

La validacion de un método analitico es un paso fundamental para asegurar que los resultados son
confiables, se busca demostrar estadisticamente que el método es adecuado para los fines previstos.

Debe ser coordinado por un responsable entendido en la materia para asegurar que se realiza de forma
metddica, trazable, ordenada y confiable.

Siempre que estén disponibles se deberan seguir protocolos emitidos por organizaciones cientificas
reconocidas y por supuesto documentar el proceso y registrar los resultados.



Establecer Parametros a Evaluar

Establecer Pruebas Experimentales

Establecer Criterios de Aceptabilidad

Compardr rewyitados
\ersus criterios

Desarrollar Pruebas Experimentales

Evaluar resultados
INFORME DE VALIDACION

REVISION DE INFORME
Figura 1. Esquema del proceso de validacion.

En la figura anterior (Figura 1) se muestra un ejemplo de procedimiento de validacion (cada laboratorio
podré disefiar su propio protocolo de validacion).

Se puede ver que, en este caso, los pasos a seguir son: establecer los parametros a evaluar, las pruebas
experimentales que se deberan realizar a tal efecto, establecer unos criterios de aceptacion, desarrollar las
pruebas experimentales previamente establecidas, evaluar los resultados (el cumplimiento de los criterios
de aceptabilidad) y la realizacion y revision del informe.

*  Verificacién

Si el procedimiento esta validado se debera realizar la verificacién. La verificacion, en condiciones ideales,
se deberd realizar antes de incluir la técnica en el uso cotidiano. Se verificara que se cumplen las
prestaciones analiticas especificadas en los procedimientos (criterios de imprecision y veracidad).

Cada laboratorio debera desarrollar su propio procedimiento de verificacion en funcion de sus necesidades.
Puede existir un mismo procedimiento para todas las areas de conocimientos o ser diferente para cada una
de ellas.

En el siguiente ejemplo (Tabla 1) se distinguen tres situaciones: un equipo o método nuevo, un cambio de
método o tecnologia y un procedimiento para cuando no se ha realizado la intercambiabilidad antes de la
implantacion.

Tabla 1. Ejemplo de procedimiento para la verificacion.
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Si el procedimiento es nuevo se realizara un estudio utilizando el coeficiente de variacion del control interno,
el error sisteméatico del control externo y calculando el error total.

Si tenemos otro método con el que comparar se procesaran muestras por ambos métodos y se hara un
estudio de comparacion mediante analisis de las diferencias y regresion lineal, también se hara un estudio
de imprecision.

Por ultimo, si no se ha realizado la verificacién antes de la implantacion y ya no se dispone del método
anterior se realizara un estudio con los datos de los controles internos y externos con caracter retroactivo,
calculando el error total de la misma forma que en el caso de un procedimiento nuevo.

Posible no conformidad: En algunos casos no se ha realizado la verificacion de los equipos, en otros casos
ha sido incompleta o no se conservan los registros de la evaluacion de resultados.

En este caso se cambid un equipo por otro exactamente igual y no se realizé la verificacién. Se tuvo que
realizar tiempo después para resolver la no conformidad con los datos del coeficiente de variacion del
control interno, error sistematico del control externo y el error total.

Una vez que se obtuvieron estos datos se compararon con las especificaciones de calidad establecidas
para cada parametro por el laboratorio para ver si se cumplian los requisitos. Todo este proceso quedo
registrado en un documento estandarizado y controlado por el laboratorio llamado “Registro de resultados
de verificacion de métodos” (Imagen 1).

| EQUIPO ANALITICO Architect Plus i20005R n2 inventario 08246, n? serie 1SR04341 incorporado en marzo 2017

| FECHA DE REALIZACION 19-10-2017

|RESPDNSABLE VERIFICACION HHXHKHNKKK

OBSERVACIONES: Se ha seguido el PT-BIO-05 para la verificacion de métodos apartado 2.3; Especificaciones de calidad 2017 (F-BIC-37)
CV (%) interserial: media de los niveles de control teniendo en cuenta el ndmero de puntos (abril y mayo 2017, con excepcion de gentamicina
en cuyo caso se ha calculado por el menor n2 de puntos en este periodo, desde abril a septiembre.
ES (%) obtenido de la participacion en control externo (abril y mayo 2017 ,con excepcion de gentamicina en la gue se ha tenido en cuenta de abril a septiembre)
Controles externos utilizados: SEQC CARDIO, LGC
Estado del arte: Requisito CV % obtenido en |a participacion en 2016 de nuestro grupo par (ver anexo 1); para el calculo de ET, se utilizo un ES % maximo del
20 % (ver anexo 2)
*ET = E5 + 1,65%CV (%)

PARAMETROS ANALITICOS

INCLUIDOS EN EL CV (%) Especificaciones de Requisito

ANALIZADOR ARCHITECT interserial | ES (%) | ET (%)* calidad Requisito CV % ET (%) sl NO CONTROL EXTERNO
HOMOCISTEINA 3,3 3,2 8,65 | Deseables (SEQC 2014) 4,15 15,5 X SEQC CARDIO
VANCOMICINA 6,4 8,6 19,16 ESTADO DEL ARTE 10,3 37,1 X LGC
GENTAMICINA 5,05 846 | 16,79 ESTADO DEL ARTE 11 38,1 X LGC
TACROLIMUS 6,1 3,9 13,97 ESTADO DEL ARTE 7 31,6 X LGC
SIROLIMUS 9 9,1 23,95 ESTADO DEL ARTE 9,2 35,2 X LGC
CICLOSPORINA 13 6,7 28,15 ESTADO DEL ARTE 13,2 41,8 X LGC

CONCLUSIONES: El nuevo equipo cumple con las especificaciones de calidad establecidas.

Imagen 1. Documento para el registro de resultados de verificacion de métodos.

e Especificaciones de calidad

En 1999 tuvo lugar la Conferencia de Estocolmo donde se establecieron unas especificaciones globales de
calidad basadas en cinco modelos siendo el nivel uno el preferente.

En 2010 en Bardolino-Lago di Garda (Verona) se trataron temas como la variabilidad biolégica, calidad de
las pruebas a la cabecera del paciente, el establecimiento del riesgo y control de las fuentes de error, la
frecuencia adecuada del control de calidad y la situacion central que ocupa la medicina de laboratorio en el
cuidado del paciente. Se contintia con la jerarquia de Estocolmo de cinco modelos.

En 2014 en la Conferencia de Milan la jerarquia pasa de cinco modelos a tres.

- El modelo 1 se basa en la evaluacion de los efectos de las prestaciones analiticas en los
resultados clinicos bajo situaciones clinicas concretas. Investigacion del impacto del
rendimiento analitico de la prueba sobre el diagnéstico clinico (estudios directos),




investigacion del impacto del rendimiento sobre las pruebas o decision clinica afectando a la
probabilidad diagnéstica (estudios indirectos).

- Elmodelo 2 se basa en la variabilidad biolégica. Es esencial que la obtencién de los datos de
variabilidad se lleve a cabo a través de estudios adecuados. Existe una lista de elementos
claves para la elaboracion adecuada de los analisis.

- Elmodelo 3 se basa en el estado del arte. Carece de justificacion cientifica, un ejemplo serian
las especificaciones de calidad minimas de consenso de las sociedades nacionales.

Las asociaciones cientificas nacionales firman un documento de especificaciones minimas de consenso
(EMC) que se obtienen de las participaciones en sus controles externos de calidad (error sistematico del
control externo).

Ademaés, hay especificaciones 6ptimas, deseables y minimas definidas en funcion de datos de variabilidad
biolégica.

Queda claro que el modelo 1 es el més restrictivo, cada laboratorio establecera sus propias especificaciones
de calidad basandose en estos tres modelos definidos en el Consenso de Milan y en los documentos de las
Asociaciones Cientificas. La horma permite a cada laboratorio fijar sus propios objetivos de calidad e incide
sobre la importancia del cumplimiento de los mismos y su revision periddica.

e Incertidumbre de medida de los valores de magnitud medidos

La incertidumbre es la suma de las incertidumbres preanalitica, analitica y postanalitica (Figura 2). Las
incertidumbres preanaliticas y postanaliticas son dificiles de medir, no lo es la incertidumbre analitica que
podemos calcular a través de la incertidumbre del calibrador y de los controles tanto internos como externos.
Habitualmente no se tiene acceso a los datos de incertidumbre del calibrador por lo que debera ser solicitado
a la casa comercial para poder calcular la incertidumbre adecuadamente.

Existen programas para la revision de controles que ya tienen en cuenta la incertidumbre del calibrador.

A
Incertidumbre
del calibrador

Incertidumbre
del control

Figura 2. Tipos de incertidumbre.

e Intervalos de referencia bioldgicos o valores de decision clinica

Los intervalos de referencia bioldgicos deben estar debidamente fundamentados y documentados. Debe
quedar registro de la fuente de la que han sido obtenidos y en el caso de que la fuente sea un enlace se
debe revisar periddicamente para comprobar que sigue en activo.

La revision de los intervalos de referencia o valores de decision clinica se debe realizar periddicamente y
siempre que se vaya a realizar cualquier cambio de equipo o procedimiento.

Los cambios en estos valores deberan ser debidamente comunicados a todo el personal al que pueda
afectar. La comunicacion se puede realizar, por ejemplo, mediante reuniones y cambios tanto en la cartera
de servicios como en el informe.

Posibles no conformidades:

Valores de referencia inadecuados en el caso del colesterol <200mg/dI.

El laboratorio es el responsable de gestionar esta no conformidad con el objetivo de superar la auditoria.
En este caso se realizaron reuniones con los clinicos especialistas en la Unidad de Lipidos y se revisé la
bibliografia relacionada.
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Se decidi6 afiadir un comentario en el informe indicando que no se trata de un valor de referencia biolégico
sino de una recomendacion, se cambié también el protocolo y se realiz6 la correspondiente actualizacion
de la cartera de servicios.

No existen evidencias de las fuentes bibliograficas.

En este caso la no conformidad indica que no queda constancia del fundamento en el se basa el laboratorio
para definir los valores de referencia. Se realiza una revisiéon de la bibliografia y se incorpora a los
procedimientos y a la cartera de servicios la fuente de la cual se obtuvieron estos valores de referencia.

e Documentacion de los procesos analiticos

La norma tiene un apartado en el que trata en detalle sobre este tema, pero en el caso de los procesos
analiticos también se trata brevemente.

Se incide sobre la importancia de tener documentos normalizados y controlados que nos permitan llevar
registros de todos los procesos que se realizan en el laboratorio (personal en cada puesto, reconstitucion
de controles, realizacion de calibraciones, mantenimientos...).

Son necesarios también protocolos que expliquen de forma detallada todos los procedimientos que se llevan
a cabo en el laboratorio, se permite realizar fichas-resumen. Las fichas-resumen deberan indicar el
protocolo al cudl hacen referencia y tendran que estar incluidas dentro de los documentos controlados por
el laboratorio, es decir, no esta permitido el uso de “chuletas” no controladas.

Todos los documentos deberdn mantenerse actualizados, estar accesibles a todo el personal del laboratorio
y ser simples.

Estos documentos se tendran que revisar periédicamente para realizar los cambios pertinentes en caso de
ser necesario y la documentacién obsoleta debera ser retirada.

Aseguramiento de la calidad de los resultados del analisis

Procedimientos

Revisiones Controles
periddicas ] independientes
~—
No informar Concentraciones

. L] .

resultados si hay ( : I d d préximas a los
fallos en el control a I a valores de

de calidad decision clinica

Comportamiento
similarala Registros
muestra

Frecuencia
adecuada '

Figura 3. Resumen de los puntos mas importantes para el aseguramiento de la calidad

El laboratorio debera disefiar procedimientos para el control de la calidad (Figura 3), en los que se deberan
definir aspectos como las condiciones y criterios de calidad. Existiran también registros de los
procesamientos de controles, las calibraciones, las reconstituciones de los mismos y el personal
responsable de su procesamiento y revision.



Los controles se deberan elegir considerando que su comportamiento debera ser lo méas parecido posible
a las muestras de pacientes y sus valores préximos a los valores de decision clinica. Es interesante la
utilizacién de controles de calidad independientes a los de la casa comercial.

Se tiene que definir una frecuencia para el procesamiento de los controles que se ajuste a la estabilidad del
procedimiento.

Los controles de calidad se tienen que revisar de forma periddica para poder detectar tendencias y tomar
las medidas que correspondan.

En el procedimiento debera reflejarse la forma de actuar ante fallos en el control de calidad y las medidas
a tomar cuando hay resultados de muestras de pacientes que puedan verse afectados por estos fallos.

e  Controles internos

Es recomendable emplear sistemas de transmisién de controles automatizados para evitar errores
humanos, tener sistematizado el seguimiento del control de calidad y tenerlo documentado.

Los controles se configuraran segun criterios definidos por el propio laboratorio y siguiendo las
recomendaciones de alguna asociacion.

Las especificaciones de calidad se tendran que revisar periddicamente para mantenerlas actualizadas.

La utilizacion de reglas de control de calidad como, por ejemplo, las reglas de Westgard nos permiten
evaluar las tendencias y llevar un mejor seguimiento del error sistematico.

Para asegurar que ningun resultado de muestras de pacientes se informa si hay un fallo en el control de
calidad cada laboratorio tendra que definir un sistema de actuacion.

Algunas opciones son no procesar muestras hasta la aceptacion de los controles o utilizar un sistema de
bloqueo de transmision de resultados ante un fallo en el control de calidad. Estas opciones no tienen en
cuenta que las muestras que se han procesado entre el Ultimo control de calidad correcto y el primer control
fallido puede haber sido informadas con resultados no fiables. Para comprobarlo se puede establecer dentro
del protocolo que se revisaran los resultados de las muestras que han sido procesadas en este periodo de
tiempo y se realizaran las correcciones oportunas.

Posible no conformidad: No se lleva a cabo la evaluacion de los resultados de los controles, no se estan
tomando acciones ante resultados inaceptables o no se estan registrando.

Este es un ejemplo real de no conformidad relativa a los controles internos. Para la resolucion de la no
conformidad se realizé un documento para el registro de la revision de los controles donde queda constancia
de la fecha, el equipo y la persona responsable de dicha revision.

En cuanto a las acciones que se toman cuando hay resultados inaceptables se comienzan a registrar en el
sistema utilizado para la revisién de controles (técnicas calibradas, técnicas enmascaradas, cambios de
lote de reactivos...).

Se actualiza el procedimiento del control de calidad para incluir estos cambios.

e Comparaciones entre laboratorios

Se deberé participar en programas que cumplan la norma ISO/IEC 17043.
Es importante participar en programas que tengan un nimero adecuado de participantes ya que en funcion
de esto nos podremos comparar 0 N0 con nuestro grupo par.
El objetivo del control de calidad es verificar el proceso completo del andlisis y se deberan buscar programas
de intercambiabilidad que tengan relevancia clinica.
Los controles externos se deberan procesar como parte del flujo normal de trabajo.
Se registraran las acciones correctivas que se tomen ante resultados inadecuados.
La eleccion del programa de intercomparacion es muy importante: hay programas que utilizan muestras
valoradas y otros que no, algunos emplean controles con valores dentro de la normalidad y otros valores
poco habituales... Cada programa tiene sus pros y sus contras y debe ser el propio laboratorio el que decida
cual es el que mejor se adapta a sus necesidades.
En el caso de que no exista un programa de comparacion interlaboratorios habra que buscar alternativas:
- Materiales de referencia certificados
- Muestras examinadas previamente
- Material proveniente de repositorios de células o tejidos
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- Intercambio de muestras con otros laboratorios
- Materiales de control que se analizan diariamente en programas de comparacion interlaboratorio

Posible no conformidad: No se dispone de participacién en programas de intercomparacion para el CD25
soluble.

En este caso no se participa en un programa de intercomparacién porgue no existe, pero la Norma dice que
si no existe se deben buscar alternativas. Para la resolucion de la no conformidad se crea un taller de
intercomparacion entre varios laboratorios que se encuentran ante el mismo problema.

La creacién de este taller de intercomparacion puso de manifiesto la necesidad de un programa de
intercomparacion oficial para el CD25 y en la actualidad ya existe.

A continuacién se exponen un par de ejemplos para incidir sobre la importancia de la adecuada revision de
los resultados de los programas de intercomparacion:

Caso 1

A través de la participacion en un programa de intercomparacion el laboratorio observé que cuando el
parametro analizado estaba en rangos normales la respuesta del laboratorio era adecuada, sin embargo,
cuando los valores eran elevados el laboratorio daba resultados més bajos que el resto de los participantes.
Tras revisar todos los pasos que se seguian en el tratamiento y procesamiento de la muestra se llego a la
conclusion de que cuando la intercomparacion no daba los valores esperados era cuando las muestras se
diluian.

Se realizaron pruebas de dilucién manual y automaticas en el equipo y se comprobd que la dilucién en el
equipo daba resultados inferiores a la manual y que con la dilucion manual los resultados concordaban con
los del resto de participantes en el programa.

El programa de intercomparacion puso de manifiesto un fallo que no se habia detectado antes al no ser
habitual la necesidad de diluir la muestra, se detect6 un fallo en la dilucion automatica del equipo que se
puso en conocimiento de la casa comercial.

Caso 2

El laboratorio participa en un programa de intercomparacion en el que las muestras son valoradas y te
puedes comparar con los participantes que usan tu misma tecnologia o no.

Se detecta que en todos los controles elevados el laboratorio da resultados por encima del resto de
participantes. Ninguno de los participantes emplea la misma tecnologia.

Se revisa el equipo, el procedimiento, el tratamiento de la muestra y no se encuentra ninguna explicacion.
Al tratarse de un control valorado, al finalizar el programa se obtienen los resultados de todo el periodo, asi
como los valores reales de las muestras.

Comparando los valores reales con los que habia dado el laboratorio se comprueba que el error es menor
que el del resto de laboratorios. La conclusion a la que se llega es que el equipo del laboratorio tiene un
limite de linealidad superior bien definido mientras que otros equipos tendrian un limite de linealidad superior
menor al descrito en sus especificaciones.

e Intercambiabilidad de equipos

Cuando existen diferentes equipos que se utilizan indistintamente para realizar las mismas determinaciones
el laboratorio debe asegurar la intercambiabilidad de los resultados. Se debera realizar una
intercambiabilidad entre los equipos que debe quedar registrada y basarse en un procedimiento establecido
por el laboratorio para estos casos. El objetivo de esta intercambiabilidad es la seguridad del paciente.
Puede darse el caso de que se implante un equipo nuevo para realizar determinaciones que ya se estan
realizando en otros equipos. En este caso podremos emplear muestras o controles que se procesaran por
todos los equipos que vayan a realizar las mismas determinaciones y cuyos resultados seran estudiados
estadisticamente después.

Cuando se trata de equipos que ya han sido implantados en el laboratorio y tiene la intercambiabilidad
realizada se tendra que revisar periédicamente para asegurar que se mantiene la equivalencia entre los
equipos y que se pueden considerar un equipo virtual Gnico. En esta situacion se podra realizar un estudio
menos exhaustivo ya que la intercambiabilidad completa esta realizada y simplemente se trata de una
revision de la misma.



Hay que tener en cuenta que la intercambiabilidad no solo hace referencia a equipos y técnicas
automatizadas, en el laboratorio se realizan actividades como la revision de frotis y sedimentos de orinas
que también tienen que ser sometidas a estudios de intercambiabilidad.

Posible no conformidad: En el frotis de sangre periférica no se realizan actividades de aseguramiento de
calidad-intercomparaciones en las que participen todos los facultativos y residentes que realizan guardias
y pueden informar de resultados.

Se establece un sistema en el que todas las personas que desarrollen esta actividad participen para
demostrar la intercambiabilidad de resultados. Se crea un procedimiento que refleja la periodicidad y la
sistematica a seguir.

En este caso cada tres meses todo el personal tendra que revisar una serie de frotis, describir los hallazgos
morfoldgicos y establecer un diagndstico de sospecha. Los resultados seran revisados por un responsable
y quedaran registrados.

Conclusioén

El objetivo de los dos puntos de la norma que se han tratado en estos temas es asegurar la seleccién de
métodos adecuados para la utilizacion prevista y asegurar la calidad requerida en los procesos y la validez
de los resultados.
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UNE-EN ISO 15189: PROCESOS POSTANALITICOS

Autores: David Melero Lépez, Daniel Parraga Garcia

Servicio de Andlisis Clinicos y Bioquimica Clinica, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Introduccién

La fase postanalitica en el laboratorio engloba los procesos incluidos desde que tenemos un resultado hasta
gue el mismo llega al facultativo peticionario, pasando por la validacion, notificacion y comunicacion, si
procede, del resultado. También se incluye el almacenamiento, retencién y desecho de muestras.

El laboratorio debe documentar un procedimiento donde desarrolle la sistematica de todo este proceso. En
el mismo, debe primar la claridad, veracidad y confidencialidad, con un acceso protegido a toda esta
informacion.

Se pueden diferenciar tres puntos principales en esta fase: Revision de resultados, comunicacion de
resultados y, por ultimo, su notificacién.

Revision de resultados (Apartado 5.7.1 de la Norma ISO 15189:2013)

La Norma indica la necesidad por parte del laboratorio de disponer de procedimientos que aseguren que
personal autorizado revisa los resultados de los andlisis antes de comunicarlos y que se evaldan bajo el
control de calidad interno y, si procede, teniendo en cuenta la informacion clinica disponible y los resultados
de analisis precedentes. Para ello, en nuestro laboratorio se incluye en el procedimiento de cada técnica
los criterios de validacion de estas.

Un tema que genera controversia en muchos laboratorios es la eleccién de validacién técnica y/o facultativa
de los resultados. No esta definido en la Norma cual es la opcion adecuada; lo que si se hace referencia es
que la validacion tiene que ser realizada por parte de personal capacitado y autorizado para ello, por lo que
dependeréa de cada centro y seccion la eleccién del tipo de validacion.

Por ejemplo, en el caso del urianalisis en nuestro centro tenemos ambos tipos de validacién de manera
secuencial:

—  Validacién técnica: El técnico responsable valida el andlisis tras confirmar que las condiciones
analiticas son correctas y hay ausencia de interferentes conocidos, informando y validando lo que
observa en el sedimento urinario.

—  Validacién facultativa: El facultativo responsable valida el analisis anterior a partir de la informacion
clinica del paciente y con la posibilidad de comunicarse con el facultativo peticionario en caso de
tener dudas sobre la muestra.

Actualmente la mayor parte de sistemas informéticos de laboratorio (SIL) permiten la seleccién y notificacion
automatizada de los resultados de los analisis. Este proceso esta recogido en la Norma (Apartado 5.9.2)
donde indica que hay que asegurar que los criterios para esta seleccion y notificacién automatica estén
definidos, aprobados y son entendidos por el personal (en nuestro caso se encuentran tanto en los
procedimientos de cada técnica como en el propio SIL).

Entodo caso, debe comprobarse que todo este proceso funciona correctamente, que posibles interferencias
(por ejemplo, hemadlisis, ictericia o lipemia) también son informadas y que la validacion automatica puede
ser suspendida de manera sencilla y rapida.

Sea como sea, la validacion tiene que presentar una traza que incluya quién y cuando ha validado ese
resultado, ya sea en formato papel o digital a través del SIL.

Comunicacioén de resultados (Apartado 5.8 de la Norma I1SO 15189:2013)

En la Norma se detallan los atributos necesarios del informe de laboratorio en la claridad, veracidad y
confidencialidad para el envio de resultados a los destinatarios una vez validados. El laboratorio debe definir
el tipo de informe (papel o electrénico), asegurandose que contiene la informacién necesaria para su
interpretacion, por lo que han de evitarse ambigiedades y seguir la linea marcada por los protocolos de
trabajo.



En el informe de laboratorio se deben incluir, entre otras, la siguiente informacion (Figura 1):
a) Identificacion del laboratorio que emite el informe.
b) Identificacion del paciente.

¢) Fecha y hora del registro de la peticion. En la version de la Norma de 2007 era requisito la hora de
recepcion de la muestra, no siendo ya requisito en la version de 2013.

d) Tipo de muestra primaria (Sangre total, LCR, etcétera).

e) ldentificacién clara y sin ambigiiedad del analisis y su resultado en unidades del Sistema Internacional o
con trazabilidad a ellas. Cuando proceda, se afiadira el procedimiento analitico (por ejemplo en técnicas
con sensibilidades diferentes, habituales en Biologia Molecular). También hay que identificar si el analisis
ha sido realizado por un laboratorio subcontratista donde se haya derivado la muestra.

f) Identificacion del solicitante (con informacion para su contacto).
g) Identificacion de quien ha validado los resultados (o si ha sido de manera automatica).
h) Intervalos de referencia bioldgicos o valores de decision clinica.

i) Interpretaciébn de resultados, cuando proceda (por ejemplo en pruebas funcionales de
estimulacion/supresion hormonal).

i) Namero de péagina respecto al total de paginas.

“’.E Hospital Universitario

Identificacion del sanvara 12 d€ octubre
. v Cardnbe s, 20041 Madn Tellono: 913508000
laboratorio

INFORME DE RESULTADOS DE PRUEBAS DE LABORATORIO

e sooamsars s i3 C
Gitados, dentncados

Paciente: <235 IRERERG T NH Centro Peticionario:
2

: ? ] Identificacion del
Identificacién del Ne Historta 005, N de petici s )_'"M/// solicitante
paciente cIPA: : Sexo: Hombre ~ Médico: i
Fecha Nacimiento: }; Edad: 46

R Origen: NEFROLOGIA - CONSULTA

Fecha yhora Registro: 19/02/2019  10:44:01

Registro de peticion ———
: E——
| SERVICIO DE BIOQUIMICA 1 Servicio: -\AAAAA)‘L . .
- validacion
GASOMETRIA
Tipo de muestra GasES TTR—
| ] Muestra: Sangre venosa v
* pH (s. venosa) 7.36 pH [7.32-743] f
* pCO? (s. venosa) r mmHg ] Unidades
* p02 (s. venosa) 2% mmHg [38-50] *
. ;2  HCO3 (s. venosa) 24 mmoll [2-29]
Determinaciony + EBb s, venosa) a3 mmolfl [-20-30]
» s02c (s. venosa) 422 % [40.0-70.0]
reSUItado * Calcio lénico (s. venosa) 129 mmoll

[1.16-132] ‘\_\ Intervalos de

referencia / Valores
de decision clinica

(A) Resultados validados autométicamente segin criterios establecidos.

Figura 1. Ejemplo de informe de laboratorio.

Ademas, el informe debe incluir comentarios sobre la calidad de la muestra primaria que puedan
comprometer el analisis (demora en analisis de gasometrias, muestras hemolizadas, etcétera) y asegurar
la comunicacién de manera eficaz de resultados alarmantes, utilizando simbolos como asteriscos o rasgos
llamativos que destacan estos resultados dentro del informe (letra mayUscula o negrita).

Sobre el uso de la marca ENAC en los informes, es requisito que solo aparezca en aquellos donde las
pruebas estan acreditadas. En caso de que no sea posible, habria que indicar claramente que pruebas
estan acreditadas dentro de todas las presentes en el informe.

En la dltima version de la Norma también aparece un apartado especifico sobre los informes de laboratorio
corregidos (apartado 5.9.3 de la Norma) donde se indica la necesidad de tener instrucciones técnicas sobre
estas correcciones de forma que en el informe esté claramente identificado que hay una correccion, que el
usuario peticionario sea informado de la misma y que quede registro y traza de ambos resultados, cuando
y quién lo ha corregido.

Notificacion de resultados (Apartado 5.9 de la Norma ISO 15189:2013)

En este apartado se indican las condiciones que debe incluir el procedimiento de comunicacion de los
resultados, tanto los canales y medios por los que se notifican, quién puede comunicarlos y a quién.
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Un punto fundamental de esta notificacion es la que afecta a los valores criticos (referidos como valores
alarmantes en la Norma). Hay que destacar que no existe una politica de valores criticos universalmente
aceptada, por lo que dependera de la logistica y organizacion de cada centro el protocolo de comunicacion
de estos resultados, siendo fundamental la coordinacion con los clinicos para la elaboracién de este, con
una lista propia de valores criticos dependiendo de las propiedades de cada centro.

Los requisitos que siindica la Norma es la necesidad de avisar lo antes posible a un clinico u otro profesional
autorizado por los canales estipulados, una vez confirmado que el proceso analitico se ha realizado
correctamente y no hay ninguna interferencia. Esta comunicacion tiene que ser registrada, indicando quién
y cuando informa este resultado, la persona a la que se avisa y cualquier dificultad en la comunicacion. Por
Ultimo, estos resultados proporcionados oralmente deben ser refrendados por un informe de laboratorio
escrito.

En nuestro centro tenemos tres protocolos de comunicacion de valores criticos distintos segun la
procedencia de la peticion, ya que los canales de comunicacién son distintos (siendo el SIL en todos los
casos donde queda registro de todos los datos necesarios de quien, cuando y a quien se avisa este
resultado).

Por ultimo, se deben establecer tiempos de respuesta para cada magnitud analitica en consenso con los
peticionarios; estos tiempos tienen que ser facilmente accesibles (por ejemplo, en la cartera de servicios
del laboratorio). Su cumplimiento debe ser revisado de manera periddica para su posible modificacion en
caso de un no cumplimiento mantenido (dentro de las posibilidades de cada laboratorio), debiendo ser
también comunicado a los peticionarios.



UNE-EN ISO 15189: RESOLUCION DE RECLAMACIONES. NO CONFORMIDADES.
EVALUACION Y AUDITORIAS

Autores: llenia Liria Gonzalez, Daniel Parraga Garcia

Servicio de Andlisis Clinicos y Bioquimica Clinica, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

1. Sistemade acreditacion

La acreditacion es una declaracion de la competencia técnica de un laboratorio para realizar las actividades
incluidas en el alcance de acreditacion. Dicha competencia se establece mediante la demostracion del
cumplimiento por parte del laboratorio de requisitos de caracter publico establecidos a tal efecto en normas
internacionales de acreditacion. La norma UNE-EN-1SO 15189:2013 establece los requisitos generales que
son usados por ENAC como criterios de acreditacion. Por otra parte, ENAC de acuerdo con las directrices
de organizaciones internacionales de acreditacion como EA, ILAC o IAF redacta los criterios generales de
acreditacion (CGA-ENAC) con el fin de facilitar la interpretacion de alguno de los apartados de la norma.
Ademas existen criterios especificos de acreditacion (CEA-ENAC) en los que se precisan los criterios
generales de manera especifica para cada actividad o servicios especificos.

2. ¢Qué pasos debe seguir un Laboratorio Clinico para acreditarse segun la 1SO 15189:2013?

Definir el alcance de su acreditacion

Elaborar la documentacion necesaria, impartir formacion al personal e implantar el Sistema de
Gestion de la Calidad

Autoevaluacion y auditoria interna para evaluar el Sistema de Gestion de la Calidad implantado
segun requisitos de la Norma

Presentar la solicitud de auditoria externa a ENAC

Figura 1. Pasos a seguir por un laboratorio para acreditarse segun la norma UNE-EN-ISO 15189:2013.

3. Alcances. Definicion y tipos: Alcance fijo y Alcance flexible.

El alcance de acreditacion es un documento que describe de forma clara y precisa las actividades para las
que un laboratorio clinico pretende acreditarse o para las que esta acreditado. Por tanto, aporta informacion
a todos los potenciales usuarios sobre la competencia técnica demostrada por ese laboratorio. La
descripcion detallada de las pruebas en el alcance facilita el proceso de acreditacién debido a que este se
circunscribe a las actividades incluidas en el mismo. Es publico y acompafia al certificado de acreditacién
del laboratorio y puede estar sujeto a ampliaciones o modificaciones.

Los alcances de acreditacion pueden ser de dos tipos:

« Alcance fijo: El alcance incluye una descripcion especifica de las pruebas, tipos de muestras,
técnicas o métodos empleados. Cuando un laboratorio opta por este tipo de alcance puede incorporar
nuevas pruebas, tipos de muestras o técnicas a su alcance solicitando a ENAC una ampliacion de la
acreditacion que conlleva una evaluacion (Figura 2).

+ Alcance flexible: El laboratorio define el alcance a partir de los mismos elementos descritos en los
alcances fijos pero expresados en forma genérica y de forma que los limites de flexibilidad queden
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claramente reflejados. Este tipo de alcance surge debido a la constante evolucién de los laboratorios
clinicos que conlleva a la inclusiéon de nuevas magnitudes bioldgicas en su cartera de servicios o la
actualizacionn de métodos y equipos. De esta manera, se facilita que los laboratorios pueden llevar
a cabo estos cambios sin requerir la evaluacién previa de ENAC (Figura 3).

Figura 2. Descripcion de un alcance fijo.
Figura 3. Descripcién de un alcance flexible.

Espécimen/Muestra Analisis Procedimiento

Inmunoensayo quimioluminiscente

) PNT-55
uero CA19.9, CA15.3, CEA, PSA total y fracciones. PNT-56
TSH, FT4,FT3, Progesterona, Prolactina, Estradiol

Espécimen/Muestra Analisis Procedimiento

Inmunoensayo

Suero PNT-40

Marcadores tumorales
Hormonas

4. Proceso de Evaluacién: Auditorias
Una auditoria es un proceso sistematico e independiente para obtener evidencias que permitan evaluar de
forma objetiva que se cumplen determinados criterios. Durante una auditoria se pretende:

1. Revisar el cumplimiento de los requisitos de la Norma UNE-EN-ISO 15189:2013. Para ello, el
laboratorio tendra que demostrar que:

+ Posee un Sistema de Gestion de la Calidad.
+ Es técnicamente competente.
« Es capaz de producir resultados técnicamente validos.
2. Comprobar que el sistema esta implantado, es eficaz y se mantiene.

3. Comprobar la eficacia de determinadas acciones correctivas.

4.1. Tipos de auditorias
A) En funcion del cliente

+ Auditorias internas: Realizada por miembros de la organizacion o por otras personas que actian de
parte de ésta. Se realizan para fines internos y proporcionan informacién acerca de la efectividad de
las acciones correctivas, preventivas o de mejora llevada a cabo.

« Auditorias externas: Realizada por miembros ajenos e independientes a la organizacién
normalmente organismos de certificacion o acreditacion.

B) En funcién del tiempo
« Inicial: Por primera vez sobre una entidad o una parte de la misma.

- De seguimiento: Comprobar la implantacion de acciones correctoras o verificar que se siguen
cumpliendo las condiciones.

» De reevaluacion: Renovacién de un reconocimiento expirado.

« Ampliacién: Ampliar el alcance de un reconocimiento ain vigente.



C) En funcién del &mbito

- Auditoria horizontal: Evaluacién de documentos y registros. Evaluacién de cada uno de los elementos
especificos del sistema del laboratorio como el personal, equipos o informes, entre otros. En este
tipo de auditoria se evalla la sistematica (contenido de los documentos) y la implantacion (registros).

+ Auditoria vertical: Evaluacion de los registros. Comprobar que se cumplen los requisitos de
acreditacion solicitando todos los registros de una peticion o muestra desde su llegada al laboratorio
hasta la emision del informe.

4.2. Fases de una auditoria
Figura 4. Esquema resumen de las fases de una auditoria

FASE DE EJECUCION
FASE PREVIA

FASE DE TERMINACION

- Reunion inicial:
Confirmacion plan de
auditoria y alcance.

- Organismo auditado.
- Auditor.

- Informe final
- No Conformidades

- Plan de auditoria.

- Listas de verificacion.

- Formularios.

- Revision preliminar de
documentos.

- Evaluacion: Observacion del
funcionamiento del
laboratorio.

- Reunion final: Conclusiones
del proceso de auditoria.

A) Fase previa

En esta fase laboratorio debe establecer los elementos que constituyen el Sistema de Gestion de la Calidad.
En base a los objetivos que se establecen define el alcance de la auditoria seleccionando aquellas
actividades que seran examinadas en la auditoria, establece las normas y documentos sobre los que se
llevara a cabo la evaluacion y designa los interlocutores que formaran parte del proceso.

Figura 5. Ejemplo de Plan de Auditoria Interna.
Por su parte, el equipo de auditores elabora el plan de auditoria (Figura 5) y la documentacion necesaria

PLAN DE AUDITORIA INTERNA: DEPLECION MITOCONDRIAL

DATOS DEL SERVICIO/UNIDAD A AUDITAR
UNIDAD: Laboratorio de Enfermedades Raras, Mitocondriales y Neuromusculares.
RESPONSABLES DE LA UNIDAD
PRINCIPALES ACTIVIDADES incluidas en el alcance:
Biologia Molecular: Deplecion mitocondrial
DATOS DEL EQUIPO AUDITOR

DATOS DE LA AUDITORIA
FECHA: 28 de Mayo de 2018.

OBJETIVO: Confirmar que el sistema de gestion de la Unidad, se mantiene y aplica de acuerdo a los requisitos de la norma 15015189:2013 vigente, a
los establecidos en el sistema y a los legales aplicables. Detectar oportunidades de mejora.

ALCANCE: Requisitos Técnicos del Laboratorio de Biologia Molecular, en concreto, de la técnica de PCR a tiempo real para la deplecion mitocondrial.
CRITERIOS: Requisitos de la Norma UNE-EN-ISO 15189:2013 vigente, del sistema de gestion de la calidad y legales aplicables.

- 9:00 Reunion inicial
- 9:15-14:00 Evaluacion de los aspectos del Sistema de Gestion de la Calidad especificados a continuacion:
- Instalaciones y condiciones ambientales.
- Equipos de laboratorio, reactivos y material fungible.
- Procesos preanaliticos, analiticos y posanaliticos.
- Aseguramiento de la calidad de los resultados de los analisis.
- 14:00-14:30 Elaboracion de conclusiones.

- 14:30-14:45 Reunion final.

para llevarla a cabo elaborando listas de verificacion y formularios que seran complementados durante la
auditoria. Asi mismo, durante esta etapa los auditores revisan de manera preliminar los documentos que
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han sido aportados por el laboratorio entre los que se incluyen el Manual de Calidad y los Procedimientos
e Instrucciones Técnicas. En esta etapa se decide si ser& necesario llevar a cabo algin ensayo durante la
auditoria.

B) Fase de ejecucion

El objetivo de esta fase es evaluar el cumplimiento de los requisitos de acreditacion por parte del laboratorio.
De esta forma, se verifica que existen procedimientos y que estos estan implantados en la practica. Esta
fase puede dividirse en varias etapas. La primera de ellas conlleva una reunién inicial en la que se confirma
el plan de auditoria y alcance, asi como la sistematica que se seguira durante la misma. Tras esta reunion
inicial comienza la etapa de evaluacion en la que se procede a observar la actividad normal del laboratorio,
al mayor nimero de personas involucradas, a las actividades mas representativas de la competencia del
laboratorio, las mas complejas o las de mayor demanda, entrevistandose con el personal y solicitando
registros. La observacion de la actividad del laboratorio puede englobar funciones como:

e Recepcion de las muestras y solicitudes: identificacién, registro y distribucion.
e Equipos: puesta a punto, mantenimientos y utilizacién.

e Realizacion de los andlisis: pretratamiento y procesamiento de muestras, observacion al
microscopio...

e Reuvision de los resultados: validacion técnica, facultativa y parametros de autovalidacion.

e Tiempos de respuesta y actividades de aseguramiento de la calidad.

Tras este proceso se exponen en una reunion final las conclusiones obtenidas de la auditoria y que
posteriormente se plasmaran en el informe final de la auditoria.

INFORME DE AUDITORIA

Identidad I§ga|: HOSPITAL UNIVERSITARIO 12 DE OCTUBRE. LABORATORIO DE BIOQUIMICA, HEMATOLOGIA E
INMUNOLOGIA.

1. Datos Generales
Organizacion: Hospital Universitario 12 de Octubre.
Unidad auditada: Laboratorio de Bioguimica, Hematologia e Inmunologia
Area de competencia
Tipo de auditoria: Inicial
Participantes y Equipo auditor
Fecha de auditoria: 11/07/2017
Actividades presenciadas durante la auditoria
Alcance de acreditacion
Documentacion de referencia. Plan de auditoria
Caracteristicas de la entidad auditada
Conclusiones de la evaluacion sobre la competencia
No Conformidades
Comentarios
. Continuacion del proceso de acreditacion

V@ NS s W

Nombre Auditor Jefe
Fecha de emision

Figura 6. Elementos fundamentales de un informe de auditoria.

C) Fase de terminacién

Esta fase comprende la elaboracion del informe final en el que se recogen las No Conformidades y las
conclusiones de la auditoria realizada (Figura 6). Este informe se redacta por el auditor jefe a partir de la
informacién aportada por los distintos auditores técnicos que han participado en el proceso y no debe
contener recomendaciones para eliminar las desviaciones observadas.

5. No Conformidades.



Una No Conformidad es un incumplimiento de alguno de los requisitos de la norma. Estos incumplimientos
pueden hacer referencia a los requisitos de gestion o a los requisitos técnicos de la norma (Figura 7).

Las No Conformidades deben identificar claramente el requisito que se incumple, identificando el problema
y su gravedad. Asi mismo, debe incluir la evidencia que la soporta, es decir, una descripcion de la situacion
detectada, de forma que el laboratorio pueda llevar a cabo un andlisis de las causas y de la extension del
problema.

Figura 7. Ejemplos de puntos de la norma que pueden verse implicados en No Conformidades, tanto
requisitos de gestién como de requisitos técnicos.

f REQUISITOS TECNICOS \
Ejemplos de puntos de la norma que pueden verse

implicados
/ \ 5.1. Personal
Ausencia de registros de capacitacion del personal que
REQUISITOS DE GESTION realiza determinada actividad.
Ejemplos de puntos de la norma que pueden verse 5.3. Equipos de laboratorio, reactivos y material fungible
implicados Ausencia de registros de lotes de reactivo, controles y
4.2. Sistema de gestion de la calidad. calibradores, de mantenimiento de analizadores...
Fallos en el funcionamiento del Sistema de 5.5. Procesos analiticos
Gestién. Ausencia de registros de verificacion y validacién de
4.3. Control de la documentacién. procedimientos analiticos.
Actividades no documentadas. Control inadecuado de la documentacion.
4.13. Control de los registros. 5.6. Aseguramiento de la calidad de los resultados del
Ausencia de registros que demuestren el analisis
cumplimiento de los requisitos de acreditacion. Ausencia de evaluacién de los resultados obtenidos en el
programa de intercomparacion.
& / 5.9. Comunicacion de los resultados
No estar documentado el procedimiento de actuacion a

nte
WOI’ES criticos. j

Las No Conformidades pueden ser de dos tipos:

No Conformidades Mayores (NCM): desviaciones graves en las que se pone en riesgo el Sistema de
Gestion. Estas pueden deberse al desarrollo de una actividad sin control, a la ausencia de registros o a la
repeticion permanente y prolongada en el tiempo de incumplimientos asociados a un mismo proceso o
actividad (Figura 8).

Figura 8. Ejemplo de una No Conformidad Mayor detectada en nuestro laboratorio durante una auditoria.

NO CONFORMIDAD MAYOR

No se ha establecido cual es el criterio para no informar un resultado en funcion del grado de hemolisis
quedando a criterio del facultativo.

Ademas, el comentario que acompana a estos resultados no es claro y aparece en todos los informes en los
que hay un indice alterado aunque no haya pruebas en el informe en las que interfiere.

Por otra parte, la inclusion de los indices de hemolisis, lipemia, e ictericia en los informes disminuye la
claridad de los mismos pudiendo generar confusion al clinico en la interpretacion de los resultados.

Area Técnica: Expediente/s: Afecta a actividades acreditadas?
Analisis Clinicos-Bioquimica/ LE/2398I1 No
Hematologia

Proceso Afectado: Informes y certificados
Requisito/s:UNE-EN-ISO 15189 5.8
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No Conformidades Menores (NCm): Desviacion minima en uno o mas requisitos de la norma pero que no
afectan en gran medida a la eficiencia e integridad del Sistema de Gestion. Suelen ser situaciones
esporadicas que por sus caracteristicas no llegan a la gravedad de una No Conformidad Mayor (Figura 9).

NO CONFORMIDAD MENOR

El laboratorio no dispone de un procedimiente documentado para definir las responsabilidades y los requisitos
para planificar y efectuar las auditorias internas, comunicar los resultados y mantener los registros.

Area Técnica: Expediente/s: Afecta a actividades acreditadas?
Bioquimica. Hematimetria y LE/2398I1 Si

Coagulacion. Citometria de flujo.

Microbiologia e Inmunologia.

Proceso Afectado: Evaluacion y auditorias.
Requisito/s:UNE-EN-1SO 15189:2012 4.14

Figura 9. Ejemplo de una No Conformidad Menor detectada en nuestro laboratorio durante una auditoria.

6. Mantenimiento de la acreditacion.

Para mantener la acreditacion el laboratorio debe seguir cumpliendo con los requisitos de acreditacion y
con las obligaciones que surgen de la misma. El mantenimiento de la acreditacion esta estructurado en un
primer ciclo de cuatro afios y ciclos posteriores de cinco. Durante cada ciclo se evalGa que el laboratorio
sigue cumpliendo los requisitos que le concedieron la acreditacion, la eficacia del Sistema de Gestion de
Calidad y la competencia técnica de laboratorio para las actividades acreditadas.

Las auditorias de mantenimiento de la acreditacion se realizan de forma periédica dentro de cada ciclo y se
clasifican en:

A) Auditorias de seguimiento: Dentro del ciclo de acreditacion. La primera se realiza a los 12-15 meses
desde la acreditacion, la segunda a los 18 meses y la tercera a los 24 meses. La finalidad de esta
auditoria es:

« Comprobar que el Sistema de Gestion de Calidad sigue siendo eficaz y se mantiene, asi como,
evaluar los cambios que se hayan producido en el mismo y que puedan afectar a actividades
acreditadas.

+ Evaluar la ejecucion del Plan de Acciones Correctivas.

B) Auditorias de reevaluacion: Después de terminar cada ciclo. La finalidad de esta auditoria es revaluar
el Sistema de Gestion de Calidad siendo equivalente a la auditoria inicial.

C) Visitas de control: Determinadas por ENAC segun necesidad. Se realizan con la finalidad de evaluar el
cierre de determinadas No Conformidades o ante cambios importantes por ejemplo de organizacion,
personal o equipos.
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UNE-EN ISO 15189: ACCIONES CORRECTIVAS Y ACCIONES PREVENTIVAS. OBJETIVOS
DE CALIDAD Y MEJORA CONTINUA. CONTROL DE LOS REGISTROS

Autores: Maria Victoria Huertas Garcia, Cecilia Cueto-Felgueroso Ojeda

Servicio de Andlisis Clinicos y Bioquimica Clinica, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Acciones correctivas y acciones preventivas

En la practica normal del laboratorio, es comin encontrarse con lo que llamamos no conformidad o
incumplimiento de un requisito.

Para comprender mejor las acciones que vamos a describir a continuacién, hemos de afiadir que esta no
conformidad puede ser real y que estemos incumpliendo los requisitos de la norma, o, por el contrario,
puede ser potencial y aun no hemos incurrido en el incumplimiento, pero, si seguimos trabajando en las
mismas condiciones, pronto lo haremos.

La Norma define en el punto 4.10 como accion correctiva a las acciones llevadas a cabo para eliminar la o
las causas de una no conformidad. Dentro de este punto también nos habla de las acciones inmediatas o
correcciones, que son aquellas tomadas en el momento de la no conformidad para mitigar sus efectos
inmediatos (no actla sobre la causa raiz del problema, solo evita sus consecuencias).

En el 4.11 nos habla de las acciones preventivas, como aquellas llevadas a cabo en el laboratorio para
eliminar las causas de las no conformidades potenciales para asi evitar que se produzcan.

El laboratorio debe disponer de un procedimiento documentado que indique como determinar e implementar
las acciones correctivas y preventivas (Figura 1).

INSTRUCCION TECNICA | Realizado por: Edicién 1
PARA EL REGISTRO Y
GESTION DE ACCIONES

CORRECTIVAS Y Revisado y aprobado por: Hoja 1 of 4
UNIDAD DE CALIDAD PREVENTIVAS Jefe de Servicio
DEL LABORATORIO Fecha:
IT-LAB-11 14/03/2017

Figura 1. Ejemplo de instruccion técnica para registro de acciones correctivas y preventivas

En este documento se nos indica qué debemos de realizar ante la necesidad de implementar una accion
correctiva o preventiva:

1- Tenemos que llevar a cabo un andlisis de la situacién no deseada y de las posibles causas tanto
reales como potenciales que nos han llevado hasta ella.

2- Definir la accién correspondiente, designar un responsable de llevarla a cabo, plazo de actuacion
y, si fuera necesario, asignar recursos.

3- Ejecutar las acciones.

4- Por ultimo, el responsable de calidad debe revisar las medidas implantadas y evaluar si son
efectivas o no. En caso de que si que lo fueran, solo quedaria archivar la documentacién generada.
Pero si, por el contario no lo son, hay que comenzar otra vez desde el primer paso.

Un método para realizar este andlisis previo a llevar a cabo una accién preventiva es el andlisis modal de
fallos y efectos (AMFE). Este nos permite no solo identificar los posibles fallos, sino evaluar el impacto de
los fallos potenciales sobre los resultados del andlisis teniendo en cuenta la seguridad del paciente y
modificar los procesos para eliminar los riesgos identificados y evitar que se produzcan no conformidades.

Toda accién correctiva/preventiva realizada, debe registrarse y el servicio debe disponer de un
procedimiento de registro interno para hacerlo. Este registro debe contener de manera detallada todos los
pasos que se han descrito anteriormente y la verificacion de la ejecucion de la accidn correctiva.

A continuacion, se exponen situaciones reales que han ocurrido en nuestro servicio y en las que, tras seguir
la instruccidn técnica, se tomaron las siguientes medidas.
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Ejemplo 1: falta de suministro de reactivo de carbamazepina por la casa comercial por cambio del nimero
de referencia del reactivo.

- Acciones inmediatas:

o Enmascarar la técnica para evitar el gasto en controles.

o Procesamiento de las muestras en grupos para solo gastar dos determinaciones en
controles para muchas peticiones.

o Se asigna un hospital para enviar las muestras urgentes en caso de que se agote el
reactivo.

o Las muestras de rutina se guardan para su procesamiento una vez enviado el nuevo
reactivo.

- Accion correctiva:

o Reclamacion al Servicio de compras de nuestro hospital para que transmita la No
Conformidad a la casa comercial, de manera que, si cambia el nimero de referencia de
un reactivo, se avise tanto al Laboratorio como al Servicio de compras y no se cursen
pedidos erréneos.

- Accion preventiva:

o Se solicita que en los proximos cambios o novedades en lo que respecta a los reactivos,
controles o calibradores, envien la informaciéon no solo a la coordinadora del Core 24
horas, sino también a los facultativos, para que haya mas gente informada y se evite
llegar a esta situacion otra vez.

Ejemplo 2: nimero de peticién asociado a paciente incorrecto (nimero de historia clinica equivocado).

- Acciones inmediatas:
o Proceder a la eliminacion de la analitica en la historia clinica del paciente.
- Accion correctiva:
o Al tratarse de un error humano, no se puede actuar sobre la causa raiz de la no
conformidad y aqui solo tendriamos una accién inmediata.

En este ultimo ejemplo vemos como no siempre es posible realizar una accion correctiva al no poder actuar
sobre la causa de la no conformidad.

Mejora continua

El concepto de mejora continua es habitual en todos los sistemas de gestion de la calidad y se basa, sobre
todo, en la necesidad de ir avanzando en la solucién y prevencion de problemas.

La Norma lo redacta en el apartado 4.12, en el que recalca que se debe trabajar para mejorar de forma
continua la eficacia del sistema de gestion de la calidad, mediante revisiones en que se compare el
desempefio actual del laboratorio con sus intenciones, segln se indica en la politica y los objetivos de
calidad.

En este concepto, la direccion del laboratorio tiene un papel muy importante y debe asegurar que se
participe en actividades de mejora continua, que cuando se identifiquen oportunidades para hacerlo, se
realicen y que esté al tanto todo el personal de estos planes de mejora y de los objetivos relacionados con
estos.

Una de las herramientas mas utilizadas en el laboratorio hoy en dia es el ciclo de Deming o, como también
se le conoce, ciclo PDCA, debido a sus siglas en inglés (Figura 2). Este ciclo que se divide en cuatro pasos:
planificar, implementar, analizar y ajustar, nos permite identificar las posibles fuentes de debilidad o error
en el sistema, elaborar planes para mejorar, implementar el plan, revisar la eficacia de la accion a través
del proceso de revision y auditoria focalizado y, con los resultados de estos, ajustar el plan de accién y
modificar el sistema.



PLANIFICAR

MEJORA

CONTINUA IMPLEMENTAR

MEDIR Y ANALIZAR

Figura 2. Ciclo PDCA.

Aqui también el servicio debe disponer de un procedimiento de registro interno para registrar toda actividad
de mejora, que debe de incluir items como una descripcion de la mejora, el responsable de la implantacion
y el plazo que tiene, el seguimiento posterior y el cierre de la actividad de mejora.

Un ejemplo en nuestro Centro fue que derivado de un andlisis de riesgos llevado a cabo en la seccion de
Preanalitica, se propuso mejorar la preparacion del paciente previa a la toma de muestras incorporando la
hoja de condiciones de preparacion del paciente al volante que se le entrega. Para ello se revisaron y
actualizaron los documentos de preparacion del paciente y se incorporaron al SIL. Ademas, se pidio la
colaboracion de los profesionales de enfermeria en el momento de extraccién preguntando al paciente si
estas instrucciones le habian sido utiles.

Objetivos de calidad

Dentro del apartado 4.1.2.4 se definen los objetivos y la planificacion de la calidad, como aquellos objetivos
establecidos por la direccion del laboratorio para cumplir las necesidades y los requisitos de los usuarios.
Algo muy importante, y que la norma recalca, es que estos objetivos tienen que ser medibles, para poder
ver que se han alcanzado, y coherentes con los recursos y limitaciones del laboratorio.

Como hemos expuesto en los temas anteriores, aqui también se debe registrar toda la actividad llevada a
cabo para obtener los objetivos de calidad, que incluye la cuantificacion de estos, asi como una planificacion
detallada del seguimiento.

Los seguimientos efectuados van a generar también documentacién que tenemos que archivar y mantener.
Se llegan a unas conclusiones que hay que comunicar al personal, que, si son satisfactorias y se ha
alcanzado el objetivo, se tiene que mantener en el tiempo y, sobre todo, hay que revisar y actualizar en
funcion de las necesidades del servicio.

Ejemplo:

El laboratorio trabaja dentro del programa de garantia externa de la calidad preanalitica cada afio y, ante
las nuevas especificaciones de calidad para la fase preanalitica establecidos por la SEQC tras el andlisis
de varios afios de controles externos, se marcé como objetivo pasar de estar dentro del p50 (deseable) a
estar en el p25 (6ptimo) en el nimero de muestras de sangre total-EDTA insuficientes / Numero de
determinaciones de hemograma.

10. N° rechazos por muesiras de Sangre total-EDTA insuficientes / N° det. Hemograma (%)

Distribucién d itad
0,09
Global
0,072
n=50
| 0,054
0 0,15 0,3 0,45 0,6 0,75
0,036
pi0 p25 p50 p75 | pso
|Global o 0,004 0,023 0,056 | 0,108 0.018
| Su resultado = 0,023 %
2016 442

Figura 3. Resultados dentro del programa de garantia externa de la calidad preanalitica del 2018
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Especificaciones de la Calidad

Indicador p25 (6ptima)  p50 (deseable) p75 (minima)

N de rechazos por muestras de Sangre total-EDTA insuficientes / N2 det. Hemograma (%) 0.005 0.026 0.068

Figura 4. Extracto de las nuevas especificaciones de calidad para la fase preanalitica de la SEQC

Como vemos en la figura 3, el laboratorio presentaba un resultado de 0.023%, que le situaba dentro un p50
segun las nuevas especificaciones (figura 4) y, para conseguir cumplir su objetivo, debia presentar un
resultado de 0.005% o menor.

Hemos de recalcar que este es un objetivo medible y que podemos analizar mediante el andlisis de los
préximos controles externos para ver dentro de que percentil nos encontramos. También es coherente con
los recursos del laboratorio y se va a intentar alcanzar mediante una formacion mas exhaustiva del personal
responsable de la extraccion.

Control de los registros

Con tanta accion y tanto registro, hemos generado una cantidad importante de documentos y, ahora, la
pregunta es ¢, qué hacemos con ellos?

La Norma nos dice en su punto 4.13 que el laboratorio debe disponer de un procedimiento documentado
para la identificacion, recopilacion, indexacién, acceso, almacenamiento, mantenimiento, modificacion y
desecho seguro de los registros de la calidad y los registros técnicos. Ademas, estos se deberan de crear
simultdneamente con la realizacion de cada actividad que influya sobre la calidad del andlisis.

También detalla una lista de lo que se debe incluir en un registro (hasta 23 puntos), entre los que se
encuentran:

- Registros de la capacitacion, formacion y competencia del personal.
- Registros de control de calidad.

- Reclamaciones y acciones tomadas.

- Registros de las revisiones por parte de la Direccion.

Es decir, todo documento o registro de actividad que evidencie que estamos haciendo lo que decimos que
hacemos.

Pero alin se nos plantean méas preguntas:
¢ Y estos registros, cémo son?

- Pueden adoptar cualquier forma o estar en cualquier tipo de medio, pero se prefiere el digital.

- Tienen que ser facilmente accesibles para la persona que controla los registros.

- Protegidos contra alteraciones no autorizadas.

- Deben contener la fecha y, cuando sea pertinente, la hora de las modificaciones, asi como la
identidad de la persona que las realiza.

¢ Y estos registros, cuanto tiempo los guardamos?

- El laboratorio es el que define el periodo de retencion. Este puede variar, pero los resultados
indicados en el informe de laboratorio deben ser recuperables tanto tiempo como sea clinicamente
pertinente o segun lo requiera le reglamentacion.

¢ Y estos registros, donde los almacenamos?

- Siempre en un entorno adecuado, con el papel debidamente custodiado. En un lugar donde se
impida el dafio, deterioro, pérdida o acceso no autorizado. El almacenamiento mas seguro puede
ser en medios protegidos y en un lugar fuera de la instalacion.

Como viene siendo la ténica habitual, el Servicio debe de crear un procedimiento documentado para

describir que hay que hacer con los registros. En nuestro caso esta incluido dentro del manual de calidad
de los laboratorios e indica cosas como que s6lo se conservaran en papel aquellos registros que no
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dispongan de archivo informatico o que el acceso es restringido, con identificacién de usuario y contrasefia
para saber en todo momento quién accede a los mismos.
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