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Editorial

Zamora Palma Alberto*

Concluimos exitosamente el afio con el
ndmero cuatro del volumen 66 de la Re-
vista Mexicana de Patologia Clinica y Medicina
de Laboratorio.

El 2019 fue un afo dificil por la transicién
que experimentd la revista y sin embargo,
gracias a la participacion entusiasta de todos
los autores y del grupo editorial, logramos
cumplir nuestros objetivos en tiempo y forma.

En este afo se publicaron: 28 manuscritos
entre articulos cientificos y resefias de eventos
importantes que se presentaron en nuestro
medio.

Tuvimos momentos de celebracién como
el Congreso Mexicano de Patologia, que se
celebré en Boca del Rio, Veracruz y que se
llevé a cabo exitosamente.

* Editor de la Revista
Mexicana de Patologia
Clinica y Medicina

de Laboratorio.
Federacion Mexicana
de Patologia Clinica.

Correspondencia:
Zamora Palma
Alberto

E-mail: albertoz100@
hotmail.com
alberto.zamora@
medigraphic.com

Finalmente, me gustaria recordar a los
patélogos clinicos que nos dejaron este afio:

El Dr. Alejandro Ruiz-Argtelles nacié en la
ciudad de Puebla, Puebla el 25 de septiembre
de 1952 vy falleci6 a la edad de 66 afios en la
misma ciudad el 25 de julio de 2019.

El Dr. Francisco Fernandez Loaiza, patélogo
clinico que ejercié desde 1954 en la Ciudad
de Morelia en Laboratorios ServiMed y dej6 el
ejercicio de la profesién hasta los 89 anos de
edad. Naci6 el 6 de octubre de 1925 y fallecié
el 25 de octubre de 2019, fue socio fundador
del Colegio de Pat6logos Clinicos del Centro de
la Republica.

Reciban todos un abrazo fraternal y sigamos
adelante con esta importante encomienda.

Rev Mex Patol Clin Med Lab 2019; 66 (4): 180
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Determinacion cuantitativa de cloro
en el sudor: Evaluacion y comparacion
de dos métodos analiticos

Quantitative determination of chlorine in sweat.
Evaluation and comparison of two analytical methods

Salas Carolina,* Navea Daniel,* Lobos German*

RESUMEN

Introduccion: En 99% de los pacientes diagnosticados con
fibrosis quistica se presenta una alteracion en la concen-
tracion de cloro en el sudor (mayor a 60 mEq/L), por lo
cual el test del sudor es el examen de confirmacion para
esta enfermedad. De ahi, la necesidad de que el laborato-
rio disponga de técnicas validadas como metodologia de
referencia. Objetivo: Se realizo una verificacion analitica
del equipo Sherwood Chloride Analyzer 926® para la me-
dicion de cloro en el sudor, recolectado por la técnica de
Gibson y Cooke. Material y métodos: Estudio prospectivo,
realizado entre mayo y agosto de 2015. Se analizaron 441
muestras de sudor en equipos Labconco® (referencia) y
Chloride Analyzer 926® (prueba). Para el analisis de los
valores cuantitativos, se utilizo el coeficiente de correlacion
intraclase y de concordancia de Lin; para los cualitativos,
se utilizo el indice Kappa y el area bajo la curva de ren-
dimiento diagndstico. Resultados: Se obtuvo un grado de
acuerdo con ambas medidas con valores de coeficiente de
correlacion intraclase = 0.9936 y coeficiente de correlacion
de concordancia = 0.9672 para un intervalo de confianza
del 95%. Conclusiones: El equipo Sherwood Chloride
Analyzer 926® tiene un comportamiento analiticamente
similar al de referencia.

INTRODUCCION

a fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad
de herencia mendeliana autosémica rece-

ABSTRACT

Introduction: In 99% of patients diagnosed with cystic
fibrosis have an alteration in the concentration of
chlorine in sweat (greater than 60 mEg/L), so the sweat
test is the disease confirmation test. Hence the need
that the laboratory has validated techniques reference
methodology. Objective: Analytical verification of
the Sherwood Chloride Analyzer 926® equipment for
measuring chlorine in sweat, collected by the Gibson and
Cooke technique. Material and methods: Prospective
study conducted between May and August 2015 441 sweat
samples were analyzed in Labconco® (reference) and
Sherwood Chloride Analyzer 926® (test) equipment. For
the analysis of quantitative values, intraclass correlation
coefficient and Lin concordance were used, for the
qualitative Kappa index and area under the diagnostic
performance curve was used. Results: A degree of
agreement was obtained for both measures with intraclass
correlation coefficient values = 0.9936 and concordance
correlation coefficient = 0.9672 for a 95% confidence
interval. Conclusions: The Sherwood Chloride Analyzer
926® has an analytically similar behavior to the reference.

letal mas frecuente en la raza caucésica, con
una incidencia de 1:3,200 recién nacidos en

Estados Unidos.?

siva, es decir, que se presenta cuando ambos
padres de un nifo con esta enfermedad son
portadores, su recurrencia tiene un riesgo de
25% por cada gestacion y cada hijo sano tiene
2/3 de probabilidades de ser portador. Asi-
mismo, constituye la enfermedad hereditaria

La presencia de dos mutaciones en el
gen que codifica la protefna reguladora
de la conductancia transmembrana (CFTR)
confirma el diagnéstico, sin embargo, éste
no puede ser descartado en aquellos pa-
cientes con ninguna o solo una mutacién
identificada.?

Rev Mex Patol Clin Med Lab 2019; 66 (4): 181-186
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Considerando que en mas de 99% de los pacientes
con FQ se tienen valores elevados en las concentraciones
de sodio (Na) y cloro (Cl) en muestras de sudor (mayores
a 60 mEq/L), el resultado del test del sudor se considera
como confirmatorio.

Se han descrito una serie de técnicas de recoleccién de
sudor.* Sin embargo, en Chile, tal como se realiza en otros
paises,” la técnica de referencia sigue siendo la técnica de
Gibson y Cooke,® la cual consiste en la recoleccion de sudor
por iontoforesis. Posterior a esta recoleccion, se realiza el
andlisis propiamente, que consiste en la determinacién
cuantitativa de Cl utilizando coulometrfa.” Clinicamente,
por una parte, una concentracion de cloruro menor a 30
mEq/L descarta la presencia de la enfermedad, pero con-
centraciones entre 30 a 59 mEg/L son indicadores de un
diagnéstico dudoso, por lo que se sugiere una repeticién
del examen. Por la otra, valores mayores a 60 mEg/L son
suficientes para establecer el diagnéstico de FQ.2

En Chile, el Ministerio de Salud es el organismo que
define los centros de referencia de la red asistencial
publica para el diagndstico y tratamiento de diversas
patologias En el afo 2003, designé al Hospital «Dr. Luis
Calvo Mackenna» (HLCM) como uno de los centros de
referencia para FQ. A partir de ese ano, el Laboratorio
Clinico del mismo hospital se establecié como uno de los
centros a nivel pais en donde se comenzé a realizar el
examen confirmatorio de test del sudor, utilizando para
ello el clorhidrémetro Labconco® (equipo referencia) para
la determinacién cuantitativa del Cl en el sudor, el cual
es realizado por coulometria.

Lamentablemente, este equipo fue discontinuado, por
lo que fue imposible contar con la reposicion de piezas,
asi como el abastecimiento de reactivos necesarios para
su funcionamiento. Es por eso que el objetivo del presente
estudio fue evaluar y comparar analiticamente un nuevo
equipo (prueba): Sherwood Cloride Analyzer 926®, para la
medicién de Cl en el sudor recolectado mediante iontofore-
sis y, de este modo, se pueda dar continuidad al diagndstico
de FQ, utilizando para ello la metodologia de referencia.

MATERIAL Y METODOS
Disefio de investigacién y seleccion de la muestra

Se trata de un estudio prospectivo llevado a cabo de mayo
a agosto de 2015. El analisis de las muestras de sudor se
realizé en el Laboratorio Clinico del Hospital «Dr. Luis
Calvo Mackenna» (HLCM). En él se incluyeron todas las
muestras obtenidas durante el periodo de estudio, cuyo
peso de sudor obtenido se encontrara entre los 100 y
200 mg. Se excluyeron todas aquellas muestras con pesos

Salas C et al. Técnicas para medir cloro en sudor

de sudor menor a 100 mg y mayor a 200 mg. No hubo
reclutamiento de pacientes para este estudio, puesto que
se trataba de muestras de pacientes que se encontraban
en control o diagnéstico de FQ.

Recoleccién de las muestras

La toma de muestra de sudor fue realizada por personal
de laboratorio debidamente entrenado y capacitado.? El
método de recoleccion de sudor utilizado fue el método
de Gibson y Cooke, el cual consiste en la recoleccién de
sudor en papel filtro, luego de la estimulacion de la se-
crecion sudoral por iontoforesis con pilocarpina. Posterior
a la obtencién de la muestra de sudor, ésta se diluy6 con
15 mL de agua bidestilada y se dej6 reposar al menos
por 24 horas a temperatura ambiente antes de realizar
la medicién de Cl. Las muestras en estas condiciones son
estables hasta por cinco dias a temperatura ambiente.

La obtencién de la muestra indicada anteriormente
se utilizé para realizar las mediciones en ambos equipos
en paralelo.

Seleccion de equipo de prueba

Se seleccioné el equipo Sherwood Chloride Analyzer
926® debido a que las condiciones de la muestra eran
similares que el equipo de referencia. Asimismo, ambos
equipos (referencia y de prueba) utilizan como metodo-
logfa analitica la titulacion coulométrica.

Analisis cuantitativo del Cl por medio del
equipo Labconco®y de Sherwood Chloride
Analyzer 926® por coulometria

El equipo de referencia Labconco® de manera rutinaria
es manejado utilizando los controles comerciales Sweat
control (EliTech Group®) en tres niveles: 22, 50 y 100
mEq/L, cuyos coeficientes de variacion son de 4.6, 2.0y
1.0 respectivamente. Ademas, se utiliz6 el programa Sweat
Analysis como control de calidad externo por el Colegio
Americano de Patélogos (CAP). Tanto el andlisis como
validacién de resultados fue realizado por profesionales
capacitados y debidamente acreditados seglin la normativa
nacional para desempenarse en laboratorio clinico.

Se estableci6 al equipo Labconco® como referencia
y al equipo Sherwood Chloride Analyzer 926® como
equipo de prueba. La medicion de Cl de cada muestra
se realiz6 en equipo de referencia y equipo de prueba.

Los andlisis de medicién de Cl en cada equipo se
realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante para
cada uno de ellos.
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Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el
software SPSS 22.0® y MedCalc v.15.8. Una concentracién
de Cl menor a 30 mEq/L sirvié para descartar la presencia
de la enfermedad (X = 0) y una concentracién entre 30
a 59 mEq/L fue indicador de un diagnéstico dudoso (X =
1); en dado caso, se sugirié una repeticion del examen, en
tanto valores mayores a 60 mEq/L fueron suficientes para
establecer el diagndstico de FQ (X = 2).8 Valores de Cl
mayores a 160 mEq/L no se consideraron fisiolégicamente
posibles, mas bien se consideraron como indicadores de
errores en la recoleccién de la muestra.? Para un analisis
multinominal, se consideraron los resultados que descartan
la enfermedad (X = 0), que son dudosos (X = 1) y que
confirman la presencia de la enfermedad (X = 2).

Sin embargo, dado que el resultado de interés es
«ausencia/presencia» de FQ), las variables fueron recodifi-
cadas; ademads, en una variable cualitativa binomial como
un valor menor a 60 mEg/L, se descarté la presencia de
la enfermedad (X = 0) y en valores mayores a 60 mEq/L
implic6 establecer el diagnéstico de FQ (X = 1).

Para la concordancia entre los valores obtenidos en el
equipo de referencia en comparacién con el de prueba, se
utilizé el coeficiente de correlacién-concordancia (Pc) de
Lin."0 Se calcul6 también el indice ponderado de Kappa
de Cohen'! para medir la concordancia de las variables
cualitativas, el cual ajusta el efecto del azar en la proporcion
de la concordancia observada. Utilizando las tablas de
contingencia, se calculé la sensibilidad (S), especificidad (E),
valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo
(VPN), ademds se utilizé la curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) para calcular la exactitud.

RESULTADOS
En este estudio se incluyé un total de 441 muestras de
sudor (n = 441), obtenidas de individuos independientes

entre si y recolectadas durante el periodo de estudio (Tabla
7). A cada muestra se le determiné la concentracién de

Tabla 1: Clasificacion de muestras incluidas en estudio de

acuerdo con la concentracion de Cl (n = 441).

Concentracion de CL n (%)
<29 mEq/L 411 (93)
30-59 mEq/L 13 (3)
> 60 mEq/L 17 (4)
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Figura 1: Dispersion de los datos.

Cl de manera paralela en ambos equipos (referencia y
prueba). Se recolectaron muestras de sudor de pacientes
menores de 15 afios. El peso promedio de sudor obtenido
fue de 132 = 16 mg. El valor promedio de Cl fue de 17.8
+15.1 mEq/L para equipo Labconco® y de 20.8 + 13.8
mEq/L para equipo Sherwood Chloride Analyzer 926°.

Analisis de datos

La prueba W de Shapiro-Wilk'? permitié rechazar la
normalidad de los datos del equipo Labconco® (W =
0.6123, p < 0.0001) y de Sherwood Chloride Analyzer
926® (W = 0.613, p < 0.0001). La distribucién de los
valores se puede observar graficamente en las Figuras 1y
2, donde existe una alta concentracién de los datos para
los valores menores a 40 mEq/L.

Segin la prueba C de Cochran,’® no se observaron
valores anémalos (C_,. = 0.11 < C = 0.50)
(Figura 1).

crit., o = 2.5%

Existe un error sistematico del equipo

El equipo Sherwood Chloride Analyzer 926® respecto
al equipo Labconco® en nuestro andlisis correspondié a
-1.8. Lalinea de regresion de las diferencias muestra que
la diferencia entre ambos métodos es lineal a lo largo del
rango de medicion. Esto significa que el error sistematico
es proporcional (Figura 2).

Se realizé un andlisis de correlacién entre los valo-
res de Cl obtenidos por cada equipo, obteniéndose un
grado de acuerdo absoluto de ambas medidas (CCl =
0.9936). Ademas, se obtuvo p = 0.9918 (precisién) y C,
= 0.9756 (exactitud), por lo que Pc fue = 0.9672 (Tabla
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Figura 2: Grafico de Bland y Altman y error sistematico.

2). Para el andlisis cualitativo de los resultados, se realizé
un andlisis multinominal (ausencia de la enfermedad,
diagnéstico dudoso o diagnéstico de FQ) y se obtuvo
una concordancia global observada de 99.55%, con un
indice Kappa (IC) = 0.965 (DE = 0.024) e indice ponde-
rado Kappa = 0.977 (DE = 0.016) (Tabla 3). Finalmente
se realiz6 andlisis binomial (ausencia de la enfermedad
y diagnéstico de FQ), obteniéndose una concordancia
global observada de 99.77%, con un indice Kappa (IC)
= 0.969 (Tabla 4).

El valor predictivo positivo (VPP) se estim6 en 100%
(Tabla 5), mientras que el valor predictivo negativo (VPN)
se estimd en 99.76%. La sensibilidad (S) o probabilidad
de clasificar correctamente a un individuo enfermo (FVP)
fue de 99.12%. La especificidad (E) o probabilidad de
clasificar correctamente a un individuo sano (FVN) fue de
100%. El area bajo la curva ROC fue 97.10% (p < 0.001).

DISCUSION

Las recomendaciones y gufas internacionales sugieren
el uso de la iontoforesis como la técnica de recoleccién
del sudor y posterior titulacion del Cl por coulometria.?
A pesar de ello, existen una serie de metodologias para la
determinacién de Cl, tales como colorimetria y métodos
de electrodo-ion selectivo (ISE).” Para nosotros fue muy
importante poder realizar una verificaciéon del nuevo
equipo sin introducir cambios a la toma de muestra de
sudor; por este motivo, la comparacion de ambos equipos
se realiz6 de manera paralela utilizando en forma con-
secutiva la misma muestra. También era importante dar
continuidad al examen utilizando la misma metodologia
de medicién de Cl que, en este caso, es la titulacién
coulométrica.

Salas C et al. Técnicas para medir cloro en sudor

Tabla 2: Coeficiente de correlacion-concordancia de Lin

(n = 441).

Variable Y Labconco® (referencia)
Variable X Sherwood® (prueba)
Tamafio de la muestra 441
Coeficiente de correlacion intraclase 0.9936

(ccn

Intervalo de confianza al 95% (0.9936 - 0.9947)
Correlacion de Pearson (p) 0.9918

Factor de correccion de sesgo (C,) 0.9756
Coeficiente de correlacion-concor- 0.9672

dancia de Lin (Pc)

Intervalo de confianza al 95% (0.962 - 0.9718)

En relacion con las variables cuantitativas se puede
ver que existe una muy buena concordancia entre los
resultados conseguidos por ambos equipos, obteniendo
un coeficiente de correlacién intraclase de 0.9936, lo
cual demuestra una correlacién excelente. Ademas, fue
posible obtener una precision demostrada a través del
ademas un coeficiente de Pearson (p 0.9918) y la exactitud
mediante el coeficiente de correlacién (concordancia pc
de 0.9672).

Al realizar el andlisis en relacion a las variables cuali-
tativas, se puede observar una concordancia casi perfecta
para ambas comparaciones, cuyos resultados resultaron
ser de 99.6 y 99.8%, en caso de considerar los tres inter-
valos probables (multinominal) y presencia o ausencia de
la enfermedad (binominal), respectivamente.

Otro de los analisis cualitativos que se realizaron fue
conocer el valor predictivo del resultado del examen
obtenido por el equipo de prueba en relacién con el de
referencia. La probabilidad de tener la enfermedad si
el resultado del examen es positivo (VPP = 100%) y la
probabilidad de no tener la enfermedad si el resultado
del examen es negativo (VPN = 99.8%); la sensibilidad
(FVP = 99.1%), y la especificidad (FVN = 100%) sugie-
ren una alta capacidad predictiva. Seglin el area bajo la
curva ROC, la capacidad predictiva de ambas medidas
es buena.

Encontramos diferencias en los resultados de Cl
solo en un caso, el cual presenté un valor de 61.85
(equipo de referencia) y de 57.26 (equipo de prueba);
claramente estos valores estaban muy cerca del valor
de corte, por lo cual la diferencia observada hizo clasi-
ficar los resultados de manera diferente. Sin embargo,
analiticamente hablando, los valores estan dentro de los
limites aceptables.
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Tabla 3: Clasificacion resultados de equipos, proporcion de aciertos y errores: multinomial.

Equipo Sherwood® (prueba)
Y=0 Y=1 Y=2 Total %

Equipo Labconco® (referencia) X=0 410 1 0 411 93.2

X=1 0 13 0 13 29

X=2 0 1 16 17 3.9
Total 410 15 16 441 100.0
% 93.0 34 3.6 100.0
Namero de aciertos 441
Concordancia global (%) 99.55
indice de kappa (K) 0.965 DE = 0.024 (0.918-1.000)
fndice ponderado kappa (Kc) 0.977 DE = 0.016 (0.946-0.925)

Tabla 4: Clasificacion resultados de equipos, proporcion de aciertos y errores: binomial.

Equipo Sherwood® (prueba)

Y=0 Y=1 Total %
Equipo Labconco® (referencia) X=0 424 0 424 96.1

X=1 1 16 17 3.9

Total 425 16 441 100
% 96.4 3.6 100.0
Numero de aciertos 440
Concordancia global (%) 99.77
indice de kappa (K) 0.969 DE = 0.031 (0.907-1.000)
Indice ponderado kappa (Kc) 0.969 DE = 0.031 (0.907-1.000)

Tabla 5: Clasificacion resultados de equipos, proporcion de aciertos y errores (n = 441).

Equipo Labconco® (diagndstico de referencia)

Y = 0 (negativo) Y =1 (positivo)
Equipo Sherwood® (prueba diagndstica) X =1 (positivo) FP=0 VP=16
X =0 (negativo) VN =424 EN=1
VPP (valor predictivo positivo) (%) 100.0
VPN (valor predictivo negativo) (%) 99.76
Sensibilidad, FVP (%) 99.12
Especificidad, FVN (%) 100.0
Area bajo la curva ROC
% 84.6
DE 0.033
IC (0.905, 1.036)

Rev Mex Patol Clin Med Lab 2019; 66 (4): 181-186 www.medigraphic.com/patologiaclinica



186

En un estudio anterior se probé el equipo Sherwood
Chloride Analyzer 926®, pero obteniendo la muestra
con otro sistema de coleccién de sudor. En ambos casos,
los resultados fueron similares, lo cual reafirma nuestros
resultados.’

Nuestro estudio correspondié a un estudio de ve-
rificacién analitico, sin considerar la demografia de los
pacientes de los cuales se obtuvo la muestra; no obstante,
se cumplio el objetivo de dar continuidad al diagnéstico
de FQ utilizando un nuevo equipo Sherwood Chloride
Analyzer 926®, que ha sido verificado con el equipa-
miento de referencia.

CONCLUSION

De acuerdo con estos resultados, se concluye que se
puede remplazar el equipo Sherwood Chloride Analyzer
926® (prueba) por el equipo Labconco® (referencia) para
la realizaciéon del examen de test del sudor, usando la
metodologia de referencia de coulometria y sin alterar
la toma de muestra de sudor (etapa preanalitica), la
cual estd estandarizada por la metodologia de Gibson
y Cooke.
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Prevalencia de citomegalovirus

en donantes de sangre

Prevalence of citomegalovirus in blood donors
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RESUMEN

Antecedentes y objetivos: La infeccion por citomegalo-
virus (CMV) causada por transfusion (CMV-TT) puede
representar un serio problema a los receptores inmuno-
comprometidos. Aunque no es de caracter obligatoria, la
determinacion de anticuerpos anti-CMV, como parte de
las pruebas para detectar agentes infecciosos transmitidos
por la transfusion de sangre, es importante documentar
la prevalencia de reactividad de los anticuerpos contra el
CMV en el grupo de donantes de sangre, pues asi se puede
determinar la potencial probabilidad de transmision a través
de la transfusion de sangre y hemoderivados de este virus,
y asi determinar las mejores practicas de transfusion para
prevenir la infeccion por CMV-TT. El presente estudio se
realiz6 para establecer la prevalencia de la infeccion por
CMV entre los donantes de sangre mediante la determi-
nacion sérica de anticuerpos tipo 1gG e IgM anti-CMV.
Material y métodos: Se realiz6 un estudio observacional,
descriptivo y retrospectivo en 1,007 muestras de suero de
donantes de sangre y plaquetas a las que se les realizo la
titulacion de anticuerpos 1gG e IgM anti-CMV mediante
inmunoanalisis por quimioluminiscencia. Resultados: De
1,007 donantes, de los cuales 775 fueron hombres y 232
mujeres, 724 fueron reactivos para anticuerpos anti-CMV
1gG y 10 para anticuerpos anti-CMV IgM. En 273 donantes
los anticuerpos 1gG e IgM fueron no reactivos. Conclu-
sion: El estudio demostré la influencia estadisticamente
significativa entre la edad y la prevalencia de anticuerpos
anti-CMV IgG e IgM anti-CMV en donantes de sangre.
Asimismo, mostré que los porcentajes mas altos estan
entre las edades de 31 a 50 afios.

ABSTRACT

Background and objectives: Cytomegalovirus (CMV)
infection caused by transfusion (CMV-TT) can be a serious
problem for immunocompromised receptors. Although the
determination of anti-CMV antibodies is not mandatory
as part of the tests for the detection of infectious agents
transmitted by transfusion, it is important to document
the prevalence of reactivity of antibodies against CMV
in the blood donor group to determine the probability
of transmission through blood transfusion and blood
products from this virus and with it, to determine the best
transfusion practices to prevent CMV-TT infection. The
present study was conducted to determine the prevalence
of CMV infection among blood donors by determining
serum 1gG and IgM anti-CMV antibodies. Material and
methods: An observational, descriptive and retrospective
study was carried out on 1,007 serum samples from blood
donors and platelets, in which the titration of anti-CMV IgG
and IgM antibodies was performed, by chemiluminescence
immunoassay. Results: Of 1,007 donors, 775 men and 232
women, 724 were positive for anti-CMV 1gG antibodies
and 10 were positive for anti-CMV IgM antibodies. In 273
donors the IgG and IgM antibodies were non-reactive.
Conclusion: The study showed statistically significant
influence between age and the prevalence of anti-CMV
1gG and anti-CMV IgM antibodies in blood donors, with
the highest percentages being between the ages of 31 and
50 years.

INTRODUCCION

EI herpesvirus humano 5 o citomegalovirus
(CMV) es un virus con genoma de doble
cadena de ADN que esta contenido en una
capside, constituida por una bicapa lipidica que
incorpora varias glucoproteinas (gB, gH, gL, gM,
gNy gO). Es el miembro mas importante de la
familia Herpesviridae, subfamilia beta (Tabla 1),

e infecta principalmente a las células epiteliales
de la mucosa humana. La forma de contagio
del CMV se realiza por contacto estrecho con
personas que eliminan el virus a través de
fluidos corporales, por lo que la transmisién
puede ser de tipo vertical (transplacentaria de
madre a feto) u horizontal (a través del contacto
directo con secreciones contaminadas, como
lagrimas, orina, heces fecales, sangre, saliva,
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placenta, leche materna, liquido amniético, secreciones
vaginales y semen, por lo que el virus se puede detectar en
muestras de estas secreciones). Otro medio de transmisién
ocurre a través de trasplante de 6rganos o de transfusion
de sangre y hemoderivados, los cuales contienen células
con el virus presente, por lo que el riesgo de transmision
es todavia un tema de particular preocupacién que debe
ser minimizado.

La exposicién viral en un huésped no expuesto con-
duce a una fase de infeccién aguda, que se caracteriza
por altas cargas virales en los glébulos blancos de la sangre
periférica, asi como viremia plasmatica y, posteriormente,
al desarrollo de la respuesta inmune antiviral del huésped.
El anticuerpo producido en el suero humano lo previene
de la reinfeccién con el mismo serotipo, sin embargo, no
detiene la reactivacion de la infeccién viral oculta o de
la infeccion con nuevos virus. En sujetos no expuestos
previamente e inmunocompetentes, la primoinfeccion
con CMV produce un cuadro clinico que la mayoria de
las veces no es patognoménico y que puede llegar a re-
solverse espontdneamente sin mayores complicaciones.
Las manifestaciones clinicas pueden presentarse como
un sindrome similar a la mononucleosis infecciosa cau-
sada por el virus Epstein-Barr (en adolescentes y adultos
jovenes), dentro de los que se incluyen: fiebre, malestar
general, mialgia, disfuncion hepética y linfocitosis nega-
tiva al anticuerpo heteréfilo, lo cual puede ocurrir varias
semanas después de la exposicion.

Después de la infeccién primaria, el genoma del CMV
persiste en forma latente, probablemente en la médula

Barba EJR. Prevalencia de citomegalovirus en donantes de sangre

6sea o en las células madre hematopoyéticas (CD34+),
en las células progenitoras de colonias granulocitica-ma-
créfagos (CD33+) y en monocitos (CD14+), sin embargo,
aparte de las mencionadas (fibroblastos y endoteliales)
otras células pueden albergar al virus de manera latente,
desde las que se disemina y bajo ciertas condiciones pue-
de provocar que se presenten periodos de reactivacién y
producir infecciones persistentes.

Entre los individuos seronegativos en riesgo de desa-
rrollar una morbilidad significativa por CMYV, se incluyen
aquéllos con inmadurez inmunoldgica e inmunocompro-
metidos, como son mujeres embarazadas, neonatos con
bajo peso al nacer (< 1,200 gr), pacientes con sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), asi como aquéllos
que reciben quimioterapia u otra terapia inmunosupre-
sora, dentro de los que se incluyen aquéllos sometidos
a trasplante de células madre hematopoyéticas o de
6rganos y pacientes con cancer, leucemia o linfoma. En
estos pacientes existe el riesgo de adquirir infecciones
oportunistas, por lo que la infeccién primaria con CMV
o la reactivacién de la misma pueden dar lugar a com-
plicaciones graves e incluso la muerte, debido a citope-
nias (trombocitopenia, leucopenia), anemia hemolitica,
retinitis, meningoencefalitis, miocarditis, gastroenteritis,
hepatitis o neumonia fulminante, pese a la terapia anti-
viral moderna.

El CMV es también la infeccién viral congénita e
infantil mas comin, cuya prevalencia varfa entre 0.2 a
2.4%. Tanto los neonatos prematuros con bajo peso (<
1,200 gr), como los de término, pueden infectarse de

Tabla 1: Clasificacion de los herpesvirus.

Subfamilia/género Nombre oficial Nombre vernéculo Propiedades
Alphaherpesvirinae
Simplexvirus Herpesvirus humano 1 Virus herpes simple 1 Citolitico
Herpesvirus humano 2 Virus herpes simple 2 Citolitico
Varicellavirus Herpesvirus humano 3 Virus varicela-zdster Citolitico
Betaherpesvirinae
Citomegalovirus Herpesvirus humano 5 Citomegalovirus Citomegalico

Roseolovirus Virus herpes humano 6
Virus herpes humano 7
Herpesvirus humano 4

Herpesvirus humano 8

Gammaherpesvirinae

Linfoproliferativo

Linfoproliferativo

Virus Epstein-Barr Linfoproliferativo
VHSK Linfoproliferativo

VHSK = Virus herpes relacionada con el sarcoma de Kaposi.

Tomado y modificado de: Roback JD. CMV and blood transfusions. Rev Med Virol. 2002; 12: 211-219 y Barba-Evia JR. Citomegalovirus y trasplante

renal: una combinacion peligrosa. Rev Mex Patol Clin. 2006; 53 (1): 52-61.410
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forma transplacentaria o durante el nacimiento a través
del contacto con secreciones vaginales de la madre se-
ropositiva a CMV, o bien pueden adquirir la infeccién en
el periodo neonatal a través de transfusiones de sangre o
por la leche materna de madres infectadas.

La infeccion con CMV es una de las infecciones virales
mas difundidas en todo el mundo y puede afectar al hu-
mano desde su nacimiento. Los estudios epidemiolégicos
en todo el mundo han reportado una amplia prevalencia
de esta infeccion, la cual en paises desarrollados es de
40% en ninos y aumenta en la adolescencia para alcanzar
un punto maximo de 85 a 87% en las edades de 30 a 40
afos, mientras que en paises subdesarrollados, la cifra
fluctda entre 90 y 100% en cualquier etapa de la vida, lo
que ilustra que esta variacién depende de los patrones de
transmision, asi como de los de higiene individual y social.

El primer pico de seropositividad ocurre en la infancia
temprana y resulta de la transmision vertical y horizontal
mediante ciertas secreciones, tales como las respiratorias.
Un nuevo pico tiene lugar en adultos jovenes, mayormente
debido a la transmision sexual. La seroprevalencia de CMV
entre los donantes de sangre es variable, y aunque es un
grupo autoseleccionado, ésta refleja la misma tendencia
que aquélla que se presenta en la poblacion en general.

El diagndstico de la infeccion se basa en la sinto-
matologfa del paciente y, en términos de exdmenes de
laboratorio, en los estudios serolégicos que buscan y
cuantifican inmunoglobulinas tipo 1gG e IgM anti-CMV,
asi como la determinacién del ADN viral. Durante la pri-
moinfeccién por CMV ocurre un aumento importante en
la concentracion de IgM seguida de la IgG. Al resolverse
la enfermedad, los niveles séricos de IgM descienden
paulatinamente hasta ser imperceptibles, mientras que
la IgG puede permanecer positiva durante toda la vida
del sujeto, por lo que esta inmunoglobulina se consi-
dera un marcador de contacto previo con el virus. La
seroconversién generalmente ocurre entre seis y ocho
semanas después de la infeccién, lo que resulta en un
periodo de ventana seronegativo en el que la viremia es
alta y las cargas virales asociadas con células pueden ser
prominentes. Cuando ocurre un proceso de reinfeccion
o de reactivacion, los niveles de IgM anti-CMV se elevan,
por lo que se considera que hay una infeccion en curso
por este virus. La gravedad de la infeccion por CMV se
correlaciona directamente con el grado de inmunosu-
presion o condicién del paciente, asi como con el estado
seroldgico de los pacientes y de los donantes de 6rganos
o hemoderivados. Ademds, es importante considerar que
después de un trasplante, la presencia de enfermedad
sistémica con CMV parece ser un factor pronéstico para
la supervivencia del injerto a largo plazo.™!>
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Uno de los principales objetivos de la transfusion
sanguinea es mantener la adecuada oxigenacién de los
tejidos para su supervivencia en personas que pade-
cen algin tipo de anemia; por lo tanto, la transfusién
sanguinea es un recurso terapéutico muy utilizado. Sin
embargo, a pesar de sus ventajas y potencial terapéutico,
no estd exenta de riesgos y peligros para el receptor. La
infeccion por CMV-TT (se refiere a la transmisiéon de CMV
replicante o latente desde un donante infectado a un
receptor susceptible sin infeccién por CMV) se describié
por primera vez en la década de 1960, en pacientes
transfundidos durante cirugia de bypass cardiopulmonar a
corazén abierto. En estos pacientes, la presencia de fiebre,
esplenomegalia y linfocitosis atipica fueron sugestivas de
mononucleosis infecciosa, pero la prueba de anticuerpos
heterdfilos fue negativa. Un aumento en el titulo de anti-
cuerpos antifijador de complemento anti-CMV, asi como
la deteccion del virus en muestras de orina y sangre de
estos pacientes coincidié con la presencia de los sintomas
de la enfermedad, lo que indicaba que CMV era el agente
etiolégico. Veinte afos después, los estudios moleculares
demostraron inequivocamente la aparicién de CMV-TT
después de realizar el seguimiento de una cepa de CMV
de un donante de sangre y del receptor de la transfusion.

CMV es el tnico herpesvirus humano que constituye
un riesgo significativo para la seguridad en el suministro
de sangre. Tres son los factores que pueden explicar
parcialmente esta situacion: a) el CMV es tropico para
leucocitos; b) existe una gran poblacion de receptores de
transfusion CMV seronegativo y ¢) muchos donantes de
sangre han sido expuestos al CMV, lo que hace que su
sangre sea potencialmente infecciosa.'#16-19

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo y retros-
pectivo en 1,007 muestras de suero de donantes de sangre
y plaquetas, de las cuales 775 fueron de donantes mascu-
linos (76.96%) y 232 de donantes femeninos (23.04%). El
rango de edad fue entre 18 a 65 afios y todos los donantes
acudieron al banco de sangre del Instituto Médico Pana-
mericano S.A. de C.V., durante el periodo comprendido
de 1 de julio de 2016 al 31 de julio de 2019.
Simultdneamente a las pruebas para la deteccién de
serologia infecciosa de caréacter obligatorio estipuladas
en NOM-253-SSA1-2012 (para la disposicion de sangre
humana y sus componentes con fines terapéuticos), las
donaciones de sangre total y plaquetas en este estudio
fueron evaluadas adicionalmente en términos de la
deteccién de anticuerpos de clase IgG e IgM anti-CMV
a través de la técnica de inmunoanélisis de dos pasos
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mediante quimioluminiscencia denominada Chemiflex
para el equipo de medicion ARCHITECT iSystemMR de
ABBOTT. Estas pruebas se realizaron de acuerdo con
la especificacion del fabricante. De la misma manera
se determinaron los valores de corte para ambos anti-
cuerpos, los cuales de acuerdo con el fabricante son los
siguientes: IgM anti-CMV < 0.85 S/CO se considera no
reactivo, mientras que valores > 1.00 S/CO se considera
reactivo; I1gG anti-CMV < 6.0 S/CO se considera no
reactivo, mientras que valores > 6.0 S/CO se considera
reactivo. Por lo tanto, los resultados de 1gG e IgM anti-
CMV fueron reportados como determinacién reactiva y
no reactiva de acuerdo con el valor de la titulacion del
anticuerpo estudiado. Los resultados fueron analizados
y se realizaron comparaciones estadisticas utilizando la
prueba de x2.

RESULTADOS

En la Tabla 2 se plasman la frecuencia de anticuerpos clase
IgG e I1gM anti CMV obtenidos en las 1,007 muestras de
suero de donantes de sangre y plaquetas estudiadas en
el presente estudio.

En cuanto al grupo de edad, como se puede observar
en la Tabla 3, el maximo detectado de reactividad para
el anticuerpo clase IgM anti-CMV fue para el grupo de
edad de 31-40 afos con 8 casos (1.10%), mientras que
el minimo fue para el grupo de 41-50 afos con 2 casos
(0.28%). Para el caso de reactividad de anticuerpo clase
IgG anti-CMV, el maximo de casos se presenté en el grupo
de edad comprendido entre 31-40 afos con 485 casos

Tabla 2: Frecuencia de distribucién de anticuerpos

anti-CMV en donantes de sangre.

Género
Masculino Femenino

Tipo de anticuerpo n (%) n (%)
Anticuerpo anticitomegalovirus
reactivo

lgG 565 (72.90) 159 (68.53)

IgM 9(1.16) 1(0.43)
Anticuerpo anticitomegalovirus 201 (25.94) 72 (31.03)
no reactivo
Total 775 (100) 232 (100)

IgG = Inmunoglobulina G; IgM = Inmunoglobulina M.
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Tabla 3: Frecuencia de distribucion de anticuerpos

anticitomegalovirus en donantes de sangre por grupo de edad.

Reactividad de los anticuerpos
anticitomegalovirus

Grupo de edad IgM (%) 19G (%)
18-20
21-30 58 (8.01)
31-40 8 (1.10) 485 (66.99)
41-50 2(0.28) 120 (16.57)
51-60 55 (7.60)
61-65 6 (0.83)
Total 10 (1.38) 724 (100)

19G = Inmunoglobulina G; IgM = Inmunoglobulina M.

(66.99%), mientras que el minimo de casos se detecté
en el grupo de edad comprendido entre los 61-65 afios
con 6 casos (0.83%).

DISCUSION

La transmision de enfermedades infecciosas por la admi-
nistracién de sangre o sus derivados se conoce desde el
comienzo del uso de la transfusién como medida terapéu-
tica. El aumento notable en la utilizacién de componentes
sanguineos y sus derivados, el avance en el conocimiento
de las enfermedades transmitidas por la sangre y el miedo
a desarrollar SIDA después de la transfusion se han con-
vertido en un problema de gran interés pablico que tiene
efectos significativos en la practica transfusional, asi como
en la aceptacién individual del tratamiento con sangre y
hemoderivados en el paciente.?’

Como cualquier virus del herpes, el CMV puede ser
responsable de infecciones primarias, reactivaciones o
reinfecciones en humanos. La CMV-TT ha generado ma-
yor interés en la medicina transfusional debido a que ha
sido documentada en una amplia variedad de entornos
clinicos, ademas de su potencial letalidad en receptores
de transfusiones seronegativos a CMV inmunodepri-
midos. Una gran cantidad de datos circunstanciales
sugieren que la infeccién primaria y la reactivaciéon o
reinfeccién con CMV ocurren con frecuencia después de
la transfusion. La incidencia de estas infecciones parece
estar relacionada tanto con la cantidad de donantes
como con el volumen de sangre y hemoderivados que
recibe un paciente.
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En la actualidad existen datos muy contradictorios, ya
que, por un lado, algunos estudios indican tasas de CMV-
TT tan alto como 25%, mientras que otros sugieren esen-
cialmente ningun riesgo. La demanda de sangre segura es
una exigencia en la actualidad, por lo que, la incidencia
de otras infecciones transmitidas por transfusién como
hepatitis B, hepatitis C y el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) se ha reducido significativamente debido a
la estricta seleccién predonacion (entrevista, historia clini-
ca y autoexclusion), asi como por las pruebas seroldgicas
realizadas posteriormente a la donacién para detectar
marcadores infecciosos. Sin embargo, por una parte,
no es factible reducir la infecciéon por CMV-TT por estas
medidas, debido a que el historial clinico del donante no
puede discriminar entre portadores y no portadores de
CMV, y por la parte, la alta prevalencia de seropositividad
para CMV en la poblacién donante (> 90%) representa
un desafio dificil para los centros la recoleccién de sangre
de donantes seronegativos.

A finales de la década de 1980, se proporcionaban
productos sanguineos seronegativos al CMV para neo-
natos seronegativos, pacientes con SIDA y receptores
de trasplante de células madre, por lo que se convirti6
en el estandar de atencion, y se demostré asi que esta
estrategia redujo significativamente la tasa de CMV-TT. De
continuar esta estrategia, indudablemente conducirfa al
descarte innecesario de unidades de sangre y reducira el
inventario, debido a que es dificil mantener suficientes
componentes sanguineos CMV seronegativos, ademas
de que el mantenimiento de «inventarios duales» de
hemocomponentes CMV seropositivos y seronegativos
es costoso.2514,21-23

Como se ha mencionado previamente, diversos es-
tudios han demostrado que el CMV estd latente en las
células de linaje de monocitos/macréfagos y que estas
células pueden soportar la replicacién del virus. Un
estudio realizado en 1995 por Bowden y colaboradores
demostré que el estado de los pacientes, tras el trasplante
de médula 6sea al recibir productos sanguineos leuco-
rreducidos no tenfa mayor riesgo de desarrollar infeccion
por CMV en comparacién con la sangre recogida de
donantes CMV seronegativos conocidos y, por lo tanto,
se concluyé que la leucorreduccién era la forma mas
efectiva de minimizar el riesgo de CMV-TT en receptores
de alto riesgo. Asi comenzo la era de la leucorreduccién
(los filtros de tercera generacién eliminan efectivamente
aproximadamente 3-log, , de los leucocitos contaminantes
en hemoderivados) previamente al almacenamiento de
los hemoderivados; sin embargo, incluso transfundiendo
sangre leucorreducida de donantes seropositivos se puede
transmitir clinicamente enfermedad por CMV relevante
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para receptores inmunocomprometidos, aunque a una
frecuencia extremadamente mas baja. Por esta razén
la opciéon mas recomendable es administrar productos
sanguineos seronegativos para CMV, no obstante, esta
situacion puede ser compleja, ademas de que la inac-

tivacion de patégenos como practica universal es muy
costosa,910,13,15,21-23

En la presente investigacion, se pudo observar que
la frecuencia de infeccién por CMV activa, determinada
mediante la titulaciéon de anticuerpos IgM anti-CMV
fue muy baja en la poblacién de donantes estudiada,
y alcanzé menos de 2% (1.38%). Cabe hacer mencién
que estas unidades reactivas a IgM anti-CMV se les dio
destino final. Por otra parte, la prevalencia de primoin-
feccion por CMV en la poblacién donante, mediante la
titulacion de anticuerpo 1gG anti-CMV, fue cercana al
72% (71.89%), cifra similar a la reportada en la biblio-
graffa consultada.
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RESUMEN

Introduccion: En el algoritmo de diagnostico, la evalua-
cion morfoldgica de la médula 6sea representa el primer
paso en la via diagndstica y es la primera herramienta
para distinguir una leucemia. La inmunofenotipificacion
permite confirmar el linaje y subclasificar las leucemias
agudas de acuerdo con el grado de maduracién. Material
y métodos: Con el objetivo de comparar la caracterizacion
morfologica versus inmunofenotipificacion de aspirados
de médula 6sea de pacientes pediatricos con sospecha de
leucemia aguda mediante la evaluacién morfologicay el
analisis por citometria de flujo multiparamétrica (CFM)
para determinar el grado de concordancia que existe entre
ambos métodos para el diagnostico y clasificacion de las
leucemias agudas, se incluyeron un total de 59 pacientes
con sospecha de leucemia aguda, clinica y de laboratorio.
Resultados: El porcentaje de concordancia entre ambos
métodos fue de 79.6% y el indice kappa (k) de 0.352. El
coeficiente de correlacion fue obtenido mediante morfo-
logia y por CFM (52 muestras) al identificar una R? de
0.9406. Conclusiones: Es necesario realizar el analisis
morfolégico antes de realizar el inmunofenotipo para
clasificar el linaje especifico y la etapa de diferenciacion
de las células leucémicas. Ambos estudios son comple-
mentarios y no excluyentes. En los casos de recaida, se
debe realizar siempre un nuevo inmunofenotipo y consi-
derarse el mayor nimero de marcadores celulares en los
diferentes linajes hematopoyéticos.

ABSTRACT

Introduction: On the diagnostic algorithm, the
morphological evaluation of the bone marrow represents
the first step in the diagnostic pathway and is the first tool
to distinguish a leukemia, immunophenotyping allows
confirming the lineage and subclassifying acute leukemias
according to the degree of maturation. Material and
methods: With the objective of comparing the morphological
characterization versus immunophenotyping of bone
marrow aspirates of pediatric patients, with suspected
acute leukemia, through morphological evaluation
and analysis cytometric flow multiparameter (CFM) to
determine the degree of concordance that exists between
both methods for the diagnosis and classification of acute
leukemia, a total of 59 patients with clinical and laboratory
suspicion of acute leukemia were included. Results: The
percentage of agreement between both methods was
79.6% and the kappa index (k) of 0.352. The correlation
coefficient obtained by morphology and by CFM (52
samples) is R? of 0.9406. Conclusions: It is necessary to
perform the morphological analysis, before performing the
immunophenotype to classify the specific lineage and the
stage of differentiation of the leukemic cells, both studies
are complementary and not exclusive. In cases of relapse,
a new immunophenotype should always be performed
considering the highest number of cell markers in the
different hematopoietic lineages.
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INTRODUCCION

as leucemias agudas (LA) son el producto

de cambios moleculares en una célula
precursora hematopoyética.! Estas leucemias
se asocian con una gran morbilidad y una
supervivencia estimada de 60 a 70% en pafses
en vias de desarrollo ademas de que constitu-
yen las neoplasias mas frecuentes en la edad
pedidtrica en nuestro pafs y, en América Lati-
na, tienen una mayor incidencia.? Se pueden
clasificar mediante el anlisis morfolégico y
citoquimico segin lo propuesto por el grupo
Franco-Americano-Britinico (FAB), también
mediante inmunofenotipificacién de acuerdo
con el Grupo Europeo para la Clasificacion
Inmunolégica de las Leucemias (EGIL) y, ba-
sandose en la presentacion clinica del paciente,
morfologfa, inmunofenotipo y estudios citoge-
néticos y moleculares, segiin la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS).3

Actualmente, la clasificacion FAB sigue
siendo un sistema para describir las LA.# En el
algoritmo de diagnéstico, la evaluaciéon morfo-
l6gica de la médula 6sea representa el primer
paso en la via diagndstica® y es la primera
herramienta para distinguir una leucemia linfo-
blastica aguda (LLA) de una leucemia mieloide
aguda (LMA).>7 La inmunofenotipificacion
permite confirmar el linaje y subclasificar la
LA de acuerdo con el grado de maduracion.
Estos andlisis se realizan de manera rapida,
pues realizar el diagnéstico oportuno permite
tratar inmediatamente al paciente, ya que las
LA son fatales si no se tratan a tiempo. El andlisis
morfoldgico revela los porcentajes de blastos,
bastones de Auer y presencia de mielodisplasia
en las células.® La citometria de flujo multi-
paramétrica (CMF) permite medir diferentes
pardmetros de una célula (tamafo, complejidad
y expresion de antigenos), y de esta manera es
posible caracterizar una célula por su fenotipo,?
lo que lleva a una mejor identificacién de las
poblaciones anormales.™®

El analisis morfoldgico y la inmunofenotipifi-
cacién por citometria de flujo multiparamétrica
son los métodos que se emplean de manera
inicial en el diagndstico de estas neoplasias.
Estos métodos se realizan de manera rapida y,
con la informacién que ambos proporcionan,
se realiza el diagnéstico oportuno, lo que

permite otorgar el tratamiento al paciente y
de esta manera lograr la remisién de la enfer-
medad. Por lo anterior, es importante describir
la concordancia entre ambos procedimientos
considerando los criterios analiticos que regulan
cada procedimiento o proceso en el diagnéstico
y clasificacion de las leucemias en nifos.

MATERIAL Y METODOS

Con el objetivo de comparar la caracterizacion
morfolégica versus inmunofenotipificacion
de aspirados de médula ésea de pacientes
pedidatricos con sospecha de leucemia aguda
mediante la evaluacién morfolégica y el andlisis
por citometria de flujo multiparamétrica para
determinar el grado de concordancia que existe
entre ambos métodos para el diagnéstico y
clasificacién de las leucemias agudas, se inclu-
yeron un total de 59 pacientes con sospecha
clinicay de laboratorio de leucemia aguda en el
Hospital Infantil de México «Federico G6mez».

Como parte de su abordaje diagnéstico, a
los pacientes se les realiz el aspirado de médu-
la 6sea (MO), el cual se colocé en un tubo con
EDTAK2 para realizar el andlisis morfol6gico e
inmunofenotipico.

El analisis morfoldgico se realizo6
de la siguiente forma

Se mezclé la muestra por inversion de ocho a
diez veces, se colocé una gota de aspirado en
el centro de un portaobjetos, otro portaobjetos
se colocd sobre la gota y se ejercié una presion
muy suave; los portaobjetos se separaron uno
del otro en direcciones opuestas, se dej6 que
el extendido se secara al aire libre y se visualizé
macroscopicamente para valorar la calidad del
extendido.

Una vez secos, los extendidos se tiferon
con el colorante de Wright; se colocaron en
una charola de tincién y sobre la preparacién
se coloco el colorante de Wright de manera
que cubriera todo el extendido. Se dejé actuar
el colorante por cinco minutos, posteriormente
se agregd buffer de fosfatos (pH 6.4) en una
cantidad similar al del colorante agregado y
se mezclaron ambos reactivos utilizando una
pipeta Pasteur; se dejé actuar otros 10 minutos,
se eliminé la mezcla del colorante con buffer
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e inmediatamente se lavé el portaobjetos con agua
corriente cuidando que los grumos medulares (cuando
estaban presentes) no se despegaran del portaobjetos. Se
limpi6 la parte posterior del portaobjetos y se dej6 secar
la preparacién al aire libre inclinando el portaobjetos.

La evaluacién de un aspirado de MO se realizé con
el objetivo de mayor aumento (100x). A medida que se
realizaba el mielograma, se examinaron las caracteristicas
morfoldgicas de las células como tamano, relacién nicleo/
citoplasma (N:C), apariencia de la cromatina, presencia,
tamano y cantidad de nucléolos; forma y tamafo del
nlcleo y caracteristicas de su borde (regular o con hendi-
duras), color del citoplasma, presencia de granulos en el
citoplasma y sus caracteristicas (cantidad, tamafio, forma
y color). También se examind la presencia de vacuolas,
presencia de cuerpos o bastones de Auer (cantidad y
agrupacion) u otras inclusiones citoplasmaticas; caracte-
risticas del contorno de la membrana'’ y asincronia en
la maduracién.

Se realiz6 el conteo diferencial de todas las células
nucleadas: blastos, promielocitos, mielocitos (neutréfilo
y eosinéfilo), metamielocitos (neutréfilo y eosindfilo),
bandas (neutréfilo y eosinéfilo), neutréfilos segmentados,
eosindfilos, baséfilos, promonocitos, monocitos, linfocitos,
células plasmaticas, proeritroblastos, eritroblastos (basé-
filos, policrométicos y ortocrométicos) y mastocitos. En
el conteo diferencial no se incluyeron las células rotas,
los megacariocitos ni los macr6fagos.'? Esto se realiz6 en
500 células y se contaron en dos extendidos (dos casos
se contaron en un solo extendido). Se determiné el pro-
medio de cada célula encontrada en ambos frotis y se
calcul6 el porcentaje de cada una.

Determinacion de la relacion mieloide:eritroide
(M:E). Se sumaron todas las células mieloides y por
separado se sumaron todos los precursores eritroides.
Finalmente se dividi6 el nimero de células mieloides
entre el nimero de precursores eritroides.

Asignacion del subtipo morfolégico. Se asigné el
subtipo de leucemia aguda de acuerdo con los criterios
establecidos por el grupo FAB. El porcentaje de blastos
para definirla como positiva fue > 20% sobre el total de
células nucleadas (TCN), cuando se realizaba por primera
vez el diagnéstico (de acuerdo con la clasificacién de la
OMS)y, > 5% sobre el TCN cuando se trataba de recaida
(ver criterios clasificacion en el caso de LMA enla Tabla 7).

Control de calidad de los extendidos. De acuerdo
con D’Onofrio y col.,"" una buena calidad de la prepa-
racion implica que la celularidad sea adecuada para que
la mayoria de las células se encuentren intactas y que la
tincién sea adecuada para que sea posible apreciar de-
talles celulares. Para asegurar esto, se realizé lo siguiente:

si habfa gran cantidad de precipitado del colorante en
la muestra, se realizaban otros extendidos y se tefian de
manera que el colorante no se evaporara. Cuando habifa
gran cantidad de células rotas o gran cantidad de células
no tenidas, se descartaban dichos extendidos para su
lectura y se evaluaban los demas. En caso de que también
se encontraran las mismas caracteristicas en los Gltimos,
se realizaban otros extendidos de manera cuidadosa para
descartar que los frotis anteriores se hubieran realizado
de manera incorrecta. En caso de que estos hallazgos
siguieran presentandose, se empleaban colorantes y buffer
de diferente lote del utilizado anteriormente (en caso de
células no tenidas) o bien, otro personal del laboratorio
realizaba el extendido (cuando habia abundantes células
destruidas). Si las células en estos Gltimos frotis no se
encontraban destruidas se realizaba la lectura en éstos,
pero si las células seguian destruidas y no se tefian, la
muestra se descartaba para su evaluacién morfoldgica.

Obtencién de informacion del inmunofenotipo
y de parametros hematoldgicos

De los 59 casos incluidos en este estudio, se revisaron los
marcadores celulares que expresaron los blastos, ademas
se determind el porcentaje de estas células empleando la
expresion de CD45 versus la gréafica de complejidad (SSC
por sus siglas en inglés) y su viabilidad en el citdmetro de
flujo BD FACSCanto II.

Para la subclasificacién inmunolégica se emplearon los
criterios y el sistema de puntuacién del Grupo Europeo
de Clasificacion Inmunolégica de Leucemias (EGIL).Se
consideré como positivo cuando la expresién de un anti-
geno en las células fue > 20%. Véase las Tablas 2'y 3 para
conocer la puntuacién de los criterios EGIL y la forma de
clasificar a las leucemias de linaje ambiguo (LALA).#6:13.14

El punto de corte para considerar un marcador como
positivo es de al menos 20%, excepto para los marcadores
MPOx, CD3, CD79a y TdT, los cuales con un minimo
de 10% de positividad ya se consideran como positivos.

Basados en este sistema de puntuacién, se han des-
crito cuatro subtipos principales de LALA: B/mieloide, T/
mieloide, B/T linfoide, y la leucemia de trilinaje (presencia
de marcadores mieloides, By T).

En el caso de una LALA, el valor del puntaje es de > 2
para el linaje mieloide y > 1 para el linaje linfoide. Si no
se cumplen estos criterios, se considera como expresién
aberrante del antigeno o infidelidad de linaje.

De la bitacora del laboratorio de citometria de flujo se
recolectaron los datos del conteo leucocitario, plaquetario
y concentracion de hemoglobina de todos los pacientes
en este estudio.
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Tabla 1: Caracteristicas morfoldgicas y morfométricas utilizadas en la clasificacién de las LMA

Denominacion

de acuerdo con el grupo cooperativo FAB.

Morfologia

MO

M1

M2

M3

M3v

M4

M4E

M5A

Mieloblastica aguda
minimamente
diferenciada

Mieloblastica aguda
sin maduracion

Mieloblastica aguda
con maduracion

Promielocitica hiper-
granular

Promielocitica va-
riante microgranular

Mielomonocitica
aguda

Mielomonocitica
aguda con eosinofilia
Monocitica aguda
mal diferenciada

MO: > 90% de blastos. Estos no desarrollan las caracteristicas morfologicas mieloides (son muy
indiferenciados). Son redondos de tamafio pequefio a mediano con nicleo excéntrico. El nicleo a veces
es lobulado o escindido, con cromatina fina y uno o varios nucléolos. El citoplasma es ligeramente
basofilo sin granulos. No se observan cuerpos de Auer

MO: >30% de TCN y > 90% de las CNE son mieloblastos. < 10% de maduracion de las series granu-
lociticas mas alla del estadio de promielocito

El mieloblasto es poco diferenciado, de tamafio mediano, con elevada relacion N:C, contorno nuclear
redondeado, cromatina laxa con presencia de uno o varios nucléolos prominentes. Pueden presentar una
fina granulacion azurdfila, o algun baston de Auer en el citoplasma (bastones de Auer se encuentran en
50% de los blastos). Si no hay evidencia de granulos o bastones de Auer, los blastos pueden parecerse
al linfoblasto L2

MO: >30% de TCN y < 90% de CNE son mieloblastos; hay maduracion més alla del estadio de pro-
mielocito en > 10% de las CNE; < 20% de monocitos.

Los blastos son pequefios o medianos, con cantidad variable de citoplasma y un perfil nuclear redon-
deado, que a veces adopta una posicion cuadrangular respecto al citoplasma; la cromatina es laxa, con
uno o varios nucléolos. El citoplasma es basofilo y puede contener granulacion primaria azurofila, u
ocasionalmente algun baston de Auer. Pseudo Pelger-Hiiet y neutrofilos hipogranulares son las células
Mas comunes

Los casos con hiperplasia eritroide (pero < 50% de eritroblastos) sin las anomalias morfoldgicas de la
eritroleucemia se incluyen en este grupo

MO: > 30% de promielocitos anormales con abundantes granulos citoplasmaticos que se tifien de color
rosa brillante, rojo o purpura con la tincion de Romanowsky. Se hallan numerosos cuerpos de Auer, a
menudo apilados (células en «<haces», en inglés «faggot»). Los ndicleos con frecuencia son reniformes o
bilobulados con la presencia de una hendidura profunda o de perfil irregular.

SP: leucacitos disminuidos

MO: promielocitos con granulos tan pequefios que no se distinguen con el microscopio Optico, ndicleo
profundamente indentado con citoplasma claro abundante y granulos similares a polvo observados en
una localizacion excéntrica cerca del nticleo

A menudo se confunde con la M5

SP: suele cursar con leucocitosis

MO: > 30% de blastos de TCN y >20% de CNE son de componente monocitico (monoblastos,
promonocitos y monacitos). Hay diferenciacion granulocitica y monocitica. La proporcion de células
monociticas no excede 80% de las CNE. Los monoblastos son de gran tamafio, moderada relacion
N:C y basofilia variable con eventuales mamelones en el citoplasma. El niicleo puede ser redondeado,
arrifionado o de forma irregular. Los nucléolos son prominentes

Mieloblastos, promielocitos y otros granulocitos posteriores comprenden entre 30 y 80% de las CNE.
Baston de Auer +

MO: > 5% eosinofilos con niicleos monocitoides y pueden ser hibridos con granulos basofilos; compo-
nente monocitico > 20%, pero < 80%

MO: > 30% de blastos de TCN y > 80% monoblastos. Estas células presentan una cromatina laxa, nu-
cléolos prominentes y brotes o pseudopodos en la membrana citoplasmatica, que es de basofila oscura
a gris; puede contener granulos azurofilos finos. Los brotes pueden ser més translucidos que el resto
del citoplasma y esto da la apariencia de una doble membrana. Por el aspecto indiferenciado se puede
confundir con la M1. <20% granulocitos
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Continua la Tabla 1: Caracteristicas morfologicas y morfométricas utilizadas en la clasificacion de las LMA

de acuerdo con el grupo cooperativo FAB.

Subtipo

FAB Denominacion Morfologia

M5B Monacitica aguda
diferenciada

MO: < 80% de las células son monoblastos, promonocitos (predominan) y monocitos. Los promonoci-
tos presentan nucleos redondos o cerebriformes y pueden tener nucléolos, el citoplasma color gris tras-
lucido (menos baséfilo que del monoblasto) con aspecto de vidrio esmerilado, con granulos azuréfilos
y con presencia de alguna vacuola

SP: % elevado de monocitos

MO: > 50% de células son precursores eritroides de TCN. > 30% de CNE son mieloblastos tipo I o
tipo II. Los precursores eritroides a menudo son morfolégicamente anormales. Es comdn la presen-
cia de precursores multinucleados. Pueden presentar cuerpos de Howell-Jolly, puede haber vacuolas
perinucleares en los proeritroblastos y en los eritroblastos basofilos. Los cambios megaloblésticos y la
diseritropoyesis son frecuentes

Unica LMA con hiperplasia de precursores eritroides. Con frecuencia un SMD precede a una M6
(mielosis eritrémica)

MO: >30% de megacarioblastos de TCN. El tamafio de éstos es heterogéneo, muestran un aspecto
morfologico muy inmaduro y son muy polimérficos, algunos tienen el tamafio del linfoblasto L1 con
citoplasma escaso, mientras que otros son tres veces mas grandes. El niicleo es excéntrico, de croma-
tina laxa y reticulada con 1 a 3 nucléolos prominentes. El citoplasma es basofilo y agranular y muestra
un aspecto muy similar a las plaguetas circulantes con presencia de mamelones o pseudépodos
Pueden observarse megacariocitos. La biopsia de MO muestra aumento de fibroblastos y/o aumento
de reticulina

M6 Eritroleucemia aguda

M7 Megacarioblastica

TCN = Todas las células nucleadas de la MO; CNE = Células no eritroides; MO = Médula dsea; SP = Sangre periférica; N:C = Nticleo citoplasma. 461314

Plan de andlisis estadistico de células destruidas. Adicionalmente, algunos casos

presentaban finos precipitados color violeta que se en-

Se compararon los resultados obtenidos por ambos mé-
todos y se calculé el grado de concordancia mediante la
tabla de contingencia 2 x 2 y mediante el indice kappa (x);
también se calculé la sensibilidad, especificidad y valor de
prediccion positivo y negativo. Para el analisis estadistico
de las diferentes determinaciones se emple6 el programa
GraphPad Prism® 6.01 para Mac OS X.

RESULTADOS
Evaluacion de la calidad de la muestra

Se recibieron un total de 59 muestras del mismo nimero
de pacientes. Para evaluar la calidad de las muestras se
efectud una inspeccién macroscépica antes de realizar
los extendidos de todas las muestras. Siete fueron las
muestras que macroscopicamente presentaban una
apariencia viscosa y en las que se observaron coagu-
los, microscépicamente se observé una gran cantidad

contraban en toda la extensién. Otras nueve muestras
que macroscépicamente presentaba alguna alteracién
(presencia de pequefios coagulos o viscosa), micros-
cépicamente, sin embargo, se observé una cantidad
adecuada de células intactas.

Las caracteristicas evaluadas de las muestras se resu-
men en las Tablas 4 a 6, y la valoracién de la calidad de
las muestras se agrup6 de la siguiente forma, basados en
el area de lectura:

* A:ausente; N/A: no aplica.

¢ B:buena distribucion de las células, no se encuentran tan
separadas ni se superponen. La mayorfa de las células se
encuentran integras (se logran observar sus caracteristicas).

* B*: buena distribucién celular, la mayoria de las cé-
lulas se encuentran integras. Se observan los bastones
de Auer en los blastos.

* C: la mayoria de las células se encuentran integras,
se observan los abundantes bastones de Auer y gra-

Rev Mex Patol Clin Med Lab 2019; 66 (4): 193-211

www.medigraphic.com/patologiaclinica



198 Parra-Ortega | et al. Concordancia entre el analisis morfolégico y el inmunofenotipo

nulos azuréfilos y naranjas que se encuentran en los
promielocitos.

* D:lamayorfade las células se encuentran integras y se
observan escasos granulos primarios en una cantidad
muy baja de blastos.

* E: abundantes células destruidas y presencia de finos
precipitados color violeta.

* F: abundantes células rotas, presencia de mallas de
fibrina y eritrocitos crenados.

Tabla 2: Sistema de puntuacion EGIL para definir una LA.

Linaje
Puntos Linfoide B Linfoide T Mieloide

2 CD79% CD3 (cy/s) MPOx

cylgM Anti-TCRo/B Anti-lizosima
cyCD22 Anti-TCRy/8

1 CD19 CD2 CD13

CD10 CD5 CD33

CD20 CD8 CD65

CD117

0.5 TdT TdT CD14

CD24 CD7 CD15

CDla CD64

CD11b

CD11c

Cy = Citoplasmico; s = superficial; MPOx = Mieloperoxidasa;
TdT = Desoxinucleotidil transferasa terminal. 61314

* G: presencia de finos precipitados color violeta.

* H: abundantes células rotas y presencia de coagulos
y fibrina.

* |: abundantes células rotas y presencia de mallas de
fibrina en toda la extension.

Concordancia obtenida entre el analisis
morfoldgico e inmunofenotipico

De las 59 muestras analizadas, 47 coincidieron al emplear am-
bos métodosy 12 fueron discordantes, tal como se detalla en
la Tabla 6. El andlisis en la tabla de cuatro entradas se describe
en la Tabla 7'y los resultados del desempefio en la Tabla 8.

El porcentaje de concordancia entre ambos métodos
fue de 79.6% vy el indice kappa (k) de 0.352 (aceptable
de acuerdo con la valoracién del indice kappa).

Se determiné la sensibilidad, la especificidad y los
valores predictivos de la morfologfa. Estos resultados se
muestran en la Tabla 8.

Los casos de LLA que concordaron en ambos méto-
dos fueron 38 (73.07%), de los cuales por morfologia 14
(36.8%) correspondieron al subtipo LLA-L1y 24 (63.2%)
al subtipo LLA-L2. Dos casos que por inmunofenotipo
fueron pro-B, presentaron una LLA-L2; los pre-B comin
presentaron una morfologia tanto de tipo L1 (13 casos)
como de L2 (19 casos) y dos casos pre-B morfolégicamen-
te fueron L2. En cuanto a las LLA-T, un caso presenté una
morfologia de tipo L1 y el otro una L2.

Cuatro casos de LMA fueron concordantes en ambos
métodos, por morfologfa se encontraron cinco casos: LMA-
MT (un caso), LMA-M2 (tres casos) y LMA-M3 (un caso). Por
inmunofenotipo se descarté una LMA-M2, la cual resulté
ser una LALA (con expresion de células T/mieloide).

Tabla 3: Clasificacién inmunoldgica de las LLA de acuerdo con el grupo EGIL.

Linaje Subtipo EGIL Marcador
B Pro-B HLA-DR+, TdT+, CD34+, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+, CD10-
Pre-B comin HLA-DR+, TdT+, CD34+, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+, CD10+
Pre-B HLA-DR+, TdT+, CD34-, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+, cylgy, CD20M!
Madura HLA-DR+, TdT-, CD34-, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+, cylgy, slgu
T Pro-T CD7 +
Pre-T CD7+, cyCD3+, CD5+, CD2 +/-
T-Cortical CD7+, ¢yCD3+, CDlat, sCD3+/-, CD5+, CD2+, CD4+, CD8+
T-madura CD7+, ¢cCD3+, sCD3+, CD2+, CD4 o CD8+

LLA + My LLA con infidelidad de linaje

LLA con uno o dos marcadores mieloides

cylgu = cadena mu citoplasmica de la IgM; CD20 (antigeno de diferenciacidn restringido a los linfocitos B humanos); het: heterogéneo.>
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Tabla 4: Evaluacién macroscopica, microscopica y evaluacion mediante CFM del aspirado de médula 6sea

de pacientes pedidtricos con sospecha de leucemia aguda.

Observacion macroscopica Observacion microscopica
Grumo medular Megacariocitos Area de lectura
Nam. % Viabilidad (CFM) Caracteristica (20x) (10x) (100x)
1 80 Normal 1/extendido 0.1/campo B
2 - Normal A A B
3 69.8 Ligeramente viscosa A E
4 84 Normal A A B
5 93.2 Normal A 2/extendido B
6 74.2 Normal A A B
7 88.9 Normal A A B
8 64.3 Normal A A B
9 87.4 Normal A A B
10 90.8 Normal A A B
11 83.1 Normal A A B
12 92.3 Frotis remitido por el 21/extendido 0.1/campo B
hospital
13 81.3 Normal A 3 niicleos desnudos/ B
extendido
14 86.6 Normal A 3 nucleos desnudos/ B
extendido
15 87.9 Normal A 0.1/campo B
16 91 Normal A A B
17 98.7 Viscosa A 0.1/campo B
18 93 Normal A A B
19 89 Normal A A B
20 46.1 Normal A A B
21 92 Normal A A B
22 87 Viscosa, presencia de A A B
coagulos pequefios
23 90 Viscosa A 2/extendido B
24 88.2 Normal A 1/extendido B
25 93.4 Normal 1/extendido 5/extendido B
26 89 Normal 7/extendido 0.1/extendido B
27 75 Normal A 4/extendido B
28 83.6 Normal A A B
29 93.6 Normal A A B
30 87.2 Normal A 1/extendido B
31 - Presencia de coagulo A 1/extendido B
pequefio
32 - Normal A A B
33 - Normal A A B
34 - Normal A A B
35 84 Viscosa A A B
36 735 Viscosa, presencia de A A I
fibrina
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Continta la Tabla 4: Evaluacién macroscépica, microscopica y evaluacion mediante CFM del aspirado de médula dsea

de pacientes pedidtricos con sospecha de leucemia aguda.

Observacion macroscopica Observacion microscopica

Grumo medular Megacariocitos Avrea de lectura
Nam. % Viabilidad (CFM) Caracterfstica (10x) (10x) (100x)
38 90.4 Normal A 2/extendido B
39 - Viscosa A A B
40 - Viscosa, presencia de - - |
fibrina
41 87 Ligeramente viscosa A A B
42 94 Presencia de coagulo 3/extendido 4.8/campo B
pequefio
43 90 Normal N/A (s.p.) N/A (s.p.) B
44 64 Viscosa, presencia de A A F
coagulos de diferentes
tamafios
45 95 Normal A A B*
46 92 Normal A A C
47 89 Normal A A D
48 - Normal 2/extendido 2/extendido B*
49 79 Normal A A B
50 - Normal A A G
51 - Viscosa, presencia de - ® H
coagulos
52 - Viscosa, presencia de - - H
coagulos
53 76.5 Normal 1/extendido 3/extendido B
54 88 Normal 1/extendido 0.1/campo B
55 938 Normal A 1/extendido B
56 80 Normal A A B
57 724 Normal A 1/extendido B
58 93 Viscosa, presencia de A A B
coagulos pequefios
59 50 Normal A A B

En las LALA identificadas en este estudio (cuatro casos)
se observaron las siguientes caracteristicas morfoldgicas: 1)
la LALA que expresaba marcadores de células B/mieloide
morfolégicamente se presentd como LLA-L2; 2) la LALA
expresaba marcadores de células T/mieloide y morfol6-
gicamente se caracteriz6 como una LMA-M2; 3) los dos
casos de LALA expresaba marcadores de células B/T.
Morfolégicamente no se logré identificar o caracterizar
un linaje celular (mala calidad de la muestra).

Dos de los casos estudiados, que fueron referen-
ciados con el diagnéstico de recaida por morfologia,
fueron positivos debido a que se encontr6 un porcentaje

de blastos > 5% (12 y 10.4%) en ambas muestras, sin
embargo, no se logré distinguir el linaje especifico al
que pertenecian; por CFM se determiné un porcentaje
de blastos mucho menor, el cual fue de 0.4% y 2% res-
pectivamente; ademas, las muestras presentaron una
expresion de sus antigenos de manera normal al iden-
tificar estadios normales de diferenciacién. Con estos
resultados, los casos se consideraron como normales y
se descarto la posible recaida que se sospeché mediante
el andlisis morfolégico (falsos positivos). Estos dos casos
mds otros cinco fueron determinados como normales
mediante CFM, lo que dio un total de siete muestras
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normales, mientras que por morfologia en seis casos se
determiné que no se trataba de una LA; uno de estos
seis fue descartado como normal debido a que por CFM
se diagnosticé una LLA de linaje B (Pre-B comun). De
manera que solamente cinco casos fueron concordantes
en ambos métodos para descartar una LA.

En siete casos por morfologia no se logré identificar
la presencia de células leucémicas (muestras con mala
calidad para el analisis morfolégico), sin embargo, en el
inmunofenotipo por CFM fueron positivas para LA.

Correlacion entre el valor de blastos
obtenidos por morfologia y por
citometria de flujo multiparamétrica

Se calculd el coeficiente de correlacion con el valor
de blastos obtenidos mediante morfologia y por CFM

(52 muestras) y se identificé una R? de 0.9406, lo cual
muestra una buena correlacion entre ambos métodos.
Como se puede apreciar en la Figura 7, en la mayoria de
los casos los puntos no se encuentran tan alejados de la
linea de regresion.

Subtipos de leucemia aguda obtenidos
mediante inmunofenotipificacion

De la poblacién estudiada y de acuerdo con los resultados
del andlisis inmunofenotipico (Figura 2).

De acuerdo con el perfil inmunofenotipico, de los
41 casos de LLA-B, tres (7.3%) correspondieron al sub-
tipo pro-B, 35 (85.4%) al pre-B comun vy tres (7.3%) al
subtipo pre-B.

En cuanto a las LALA, un caso (25%) las células expre-
saban marcadores de células B/mieloide, un caso (25%)

Tabla 5: Caracteristicas del perfil inmunofenotipico de las leucemias agudas de los pacientes incluidos en este estudio.

Clasificacion
Nam. Perfil inmunofenotipico EGIL FAB
1 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, Pro-B LLA-L2
CD15+, CD66¢c+
2 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD15+, CD66¢c+ Pro-B S/Dx
3 CD34+, CD79a+, CD19+, CD38+, CD9+, CD81+, CD58+, CD13+ Pro-B LLA-L2
4 CD34+, CD123+, HLA-DR+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, Pre-B com(in LLA-L2
CD21+, CD66¢+, CD11b+, CD16+, CD71+
5  CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD66¢+  Pre-B comin LLA-L2
6 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, Pre-B com(in LLA-L1
CD58+, CD13+, CD66¢c+, CD15+
7 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, A+, Pre-B comun LLA-L2
CD58+, CD66c+
8 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD66¢+ Pre-B com(in LLA-L2
9 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD81+, CD20+ Pre-B comiin LLA-L2
10 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, Pre-B comun LLA-L1
CD58+, CD66c+
11 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, A+, CD58+, CD66¢+  Pre-B comdn LLA-L2
12 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, Pre-B comin LLA-L1
CD58, CD66¢c+
13 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, Pre-B comdn LLA-L2
CD58, CD66¢+
14 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comin LLA-L1
15 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comin LLA-L1
16 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L2
17 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9, CD24+, CD20+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L1
18 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD66¢+ Pre-B comun LLA-L2
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Continua la Tabla 5: Caracteristicas del perfil inmunofenotipico de las leucemias agudas de los pacientes incluidos en este estudio.

Clasificacion

Nam. Perfil inmunofenotipico EGIL FAB
19 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD20+, CD66¢c+ Pre-B comin LLA-L2
20 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, CD58+, CD66¢+  Pre-B comin LLA-L1
21 CD34+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD20+ Pre-B comun LLA-L1
22 CD34+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+ Pre-B comdn LLA-L2
23 CD34+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L2
24 CD34+, TdT+, CD19+, CD10+, CD22+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD66¢c+ Pre-B comin LLA-L1
25 CD34+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD20+, CD58+ Pre-B comin LLA-L2
26 CD34+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comdn S/Dx
27 CD34+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+ Pre-B comin LLA-L2
28 CD34+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+ Pre-B comin LLA-L1
29 CD34+, CD38+, CD10+ (8%) /CD34-, CD38+, CD10+ (2%) Pre-B comin NO LA

30 CDI123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD66¢+  Pre-B comlin LLA-L2
31 CD123+, CD22+, CD79at, CD19+, CD10+, CD38+, CD9, CD24+, CD81+, CD20+, A+, CD58+, Pre-B comdn LLA-L2

32 CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comun LLA-L2
33 CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD66¢c+ Pre-B comdn S/Dx
34 TdT+, CD10+, CD38+ Pre-B comun LLA-L1
35 CD22+, CD79at, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD81+, CD20+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L1
36 CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L2
37 CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L2
38 CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, CD58+, CD66¢+ Pre-B comun LLA-L1
39 CD34+, CD22+, CD79at, CD19+, cylgM+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD10+, CD58+, CD15+ Pre-B S/Dx
40 CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, cylgM+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD10+, CD20+, Pre-B LLA-L2
A+, CD66ct+
41 CD22+, CD79a+, CD19+, cylgM+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, 2+, CD58+, CD15+ Pre-B LLA-L2
42 cyCD3+, CD2+, CD5+, CD7+ LLA-T LLA-L1
43 cyCD3+, sCD3+, CD7+ LLA-T LLA-L2
44 cyCD3+, sCD3+, CD8+, CD7+, CD10+ LLA-T S/Dx
45 CD34+, CD123+, CD117+, HLA-DR+, MPox-, CD33+, CD38+, CD7+, CD19+, CD105+ Mieloide LMA-M1
46 CD34+, CD117+, HLA-DR+, MPox+, CD13+, CD33+, CD15+, CD64+, CD16+, CD38+, CD71+ Mieloide LMA-M2
47 CD34+, CD117+, HLA-DR+, MPox+, CD13+, CD33+, CD38+, CD7+, CD71+ Mieloide LMA-M2
48 CD34+, CD117+, MPox+, CD13+, CD33+, CD64+ Mieloide LMA-M3
49 CD34+, CD58+, CD38+, CD9+, CD81+, [CD22+, CD19+, CD10+, CD24+ (4.5 puntos)] LA B/mieloide ~ LLA-L2
CD13+, CD33+ (2 puntos)
50 CD34+, CD123+, HLA-DR+, CD38+, cyCD3+, CD7+ (2.7 puntos) LA T/Mie- LMA-
CD11b+, CD16+, CD35+, [MPox+, CD13+, CD33+, CD117+, CD14+, CD15+, CD64+ (6.5 puntos)] loide M2
CD71+, CD36+
51 CD34+, CD123+, CD38+, CD58+, CD9+, CD81+, [CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD24+ B/T S/Dx
(6.5 puntos)]
suCD3+, CD7+ (2.5 puntos)
CD66c+
52 CD34+, CD38+, CD9+, [CD22+, CD79a+, cylgM+, CD19+, CD10+ (8 puntos)] B/T S/Dx
cyCD3+ (2 puntos)

S/Dx = Sin diagnostico, muestra de mala calidad; LA = Leucemia aguda; MPox = Mieloperoxidasa.
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la expresion de sus marcadores fue de células T/mieloide
y dos (50%) correspondieron marcadores de células B/T.

Resultados epidemiolégicos

De acuerdo con el género, se encontré una mayor pre-
valencia en pacientes masculinos (31 casos, 59.6%) que
en pacientes femeninos (21 casos, 40.4%).

De acuerdo con la edad, se encontraron pacientes
desde uno hasta 17 afios, con una edad promedio de 7.7;
el rango donde se encontraron més casos de leucemia fue
de cinco a nueve anos (38.5%) seguido de pacientes de
uno a cuatro anos (26.9%). No se encontraron pacientes
menores de un afo que cursaran con leucemia, sélo

se present6 un paciente con el dato de edad sin referir
(S/D) (Figura 3).

Resultados de parametros hematolégicos

De acuerdo con el conteo leucocitario, la media fue de
88.7 x 103 leucocitos/ul (2-433.4 x 103 leucocitos/ul);
solamente se encontré un caso que cursaba con leucope-
nia (2 x 103 leucocitos/ul), nueve (17.3%) se encontraron
dentro del rango normal y el resto presenté leucocitosis
(19% cursé con hiperleucocitosis) (Tabla 9).

La media de la concentracién de hemoglobina fue de
8.9 g/dL (3.2-14.2 g/dL), 82.7% de los pacientes present6
anemia.

Tabla 6: Caracteristica de las muestras de médula 6sea de los pacientes pediatricos

con sospecha de LA diagnosticados por morfologia e inmunofenotipificacion.

Anélisis morfol6gico Andlisis inmunofenotipico

Edad % Clasificacion % Clasificacion
NOm. Género (afios)  Blastos FAB Blastos EGIL Concordancia
jEss F 13 23.5 LLA-L2 12.7 Pro-B Concordante
s F 17 89.8 LLA-L2 91.6 Pro-B Concordante
3 F 7 - S/Dx 63.9 Pro-B Discordante (A)
4 M 4 87.6 LLA-L1 63.0 Pre-B comin Concordante
5 M 2 94.8 LLA-L1 78.0 Pre-B comin Concordante
6 M 3 90.4 LLA-L1 74.2 Pre-B comin Concordante
7 M 4 84.4 LLA-L2 67.5 Pre-B comin Concordante
8 F 4 70.2 LLA-L1 58.3 Pre-B comdn Concordante
9 F 5 93.0 LLA-L2 77.6 Pre-B comin Concordante
10 F 6 70.4 LLA-L1 70.7 Pre-B comun Concordante
11 F 5 80.3 LLA-L2 64.0 Pre-B comin Concordante
12 F 7 86.2 LLA-L2 80.0 Pre-B comin Concordante
13 F 14 94.1 LLA-L2 74.5 Pre-B comun Concordante
14 F 5 86.9 LLA-L2 76.2 Pre-B comin Concordante
15 M 16 87.5 LLA-L2 82.6 Pre-B comdn Concordante
16 M 4 80.0 LLA-L2 80.5 Pre-B comun Concordante
17 F 11 58.6 LLA-L2 61.8 Pre-B comun Concordante
18 M 12 29.0 LLA-L2 25.5 Pre-B comdin Concordante
19 M 5 88.7 LLA-L1 72.6 Pre-B comun Concordante
20 M 14 35.2 LLA-L1 12.1 Pre-B comun Concordante
21 F 1 81.0 LLA-L1 74.4 Pre-B comin Concordante
22 F 5 84.7 LLA-L2 62.5 Pre-B comun Concordante
23** F 15 87.4 LLA-L1 82.3 Pre-B comun Concordante
24 M 3 71.4 LLA-L2 65.2 Pre-B comdn Concordante
25 F 5 86.0 LLA-L1 77.6 Pre-B comdn Concordante
26%* M 9 97.9 LLA-L2 88.1 Pre-B comin Concordante
27 F 9 85.6 LLA-L2 66.7 Pre-B comun Concordante
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Continua la Tabla 6: Caracteristica de las muestras de médula dsea de los pacientes pediatricos

con sospecha de LA diagnosticados por morfologia e inmunofenotipificacion.

Anédlisis morfol6gico Andlisis inmunofenotipico

Edad % Clasificacion % Clasificacion

NOm. Género (afios)  Blastos FAB Blastos EGIL Concordancia

28 F 2 96.0 LLA-L2 80.7 Pre-B comun Concordante

29 F 5 86.0 LLA-L2 82.3 Pre-B com(in Concordante

30 F 14 93.4 LLA-L2 78.5 Pre-B com(in Concordante

31 M 7 66.6 LLA-L2 52.0 Pre-B comun Concordante

32 M 5 95.1 LLA-L1 92.0 Pre-B comun Concordante

33 M 3 78.5 LLA-L1 79.4 Pre-B comuin Concordante

34 M 6 96.8 LLA-L2 90.0 Pre-B comun Concordante

35%* M 7 84.6 LLA-L1 88.4 Pre-B com(in Concordante

36 M 14 - S/Dx 48.5 Pre-B comun Discordante (A)

37* M 9 S/Dx 731 Pre-B comin Discordante (A)

38** M 10 45 No LA 10.0 Pre-B comln  Discordante. mediante el analisis morfoldgico se
encontrd un porcentaje menor de blastos que los

obtenidos mediante CFM

39* M 7 73.1 LLA-L2 73.0 Pre-B Concordante

40 M 2 - S/Dx 64.4 Pre-B Discordante (A)

41 M 15 92.3 LLA-L2 72.0 Pre-B Concordante

42 F 1 81.3 LLA-L2 74.0 LLA-T Concordante

43 M 13 88.4 LLA-L1 85.1 LLA-T Concordante

44 M 3 - S/Dx 52.0 LLA-T Discordante (A)

45 M 11 48.9 LMA-M2 50.5 Mieloide Concordante

46 M . 85.2 LMA-M3 72.0 Mieloide Concordante

47%* M 13 94.8 LMA-M1 83.4 Mieloide Concordante

48** 39.4 LMA-M2 37.8 Mieloide Concordante

49 48.6 LLA-L2 48.9 B/Mieloide Discordante. Mediante el analisis morfoldgico se

determind una LLA-L2 y por CFM una LAB

50** 53.4 LMA-M2 47.0 T/Mieloide Discordante. Por morfologia se determing una
LMA-M2 y mediante CFM se determind una LAB

51 - S/Dx 92.5 LALAB/T Discordante (A)

52 - S/Dx 73.0 LALAB/T Discordante (A)

53** 12.0 LA 0.4 MO normal Discordante. Numero de blastos identificados

54** 104 LA 2.0 MO normal Discordante. Numero de blastos identificados

55 0.4 No LA 2.0 MO normal Concordante

56 0.8 No LA 0.8 MO normal Concordante

57** 2.3 No LA 0.7 MO normal Concordante

58* 2.4 No LA 2.0 MO normal Concordante

59** 1.0 No LA 2.0 MO normal Concordante

MO = médula 6sea; S/Dx = sin diagndstico debido a que la muestra era de mala calidad desde el punto de vista morfologico; LA = leucemia aguda; LALA =
leucemia aguda de linaje ambiguo; CFM = citometria de flujo multiparamétrica; no LA = por morfologia no se identificd una leucemia aguda; * = pacientes
de recién diagnostico; ** = pacientes con sospecha recaida; discordante (A): el diagnostico morfoldgico no se logro realizar sin embrago, por CFM si se
realizo el diagnostico.
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En cuanto al conteo plaquetario, se encontré una
media de 84.2 x 10° plaquetas/uL (12-341 x 103/uL) y
90.4% present6 trombocitopenia (Tablas 9 y 10).

DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Las leucemias agudas (LA) comprenden un grupo hete-
rogéneo de enfermedades malignas caracterizadas por
la expansion clonal de células precursoras hematopo-
yéticas'>1® en la MO vy sangre periférica. Este tipo de
leucemias son el tipo de cancer mas comdn en los ninos,
pues representan 25-35% de los casos de cancer infantil
en la mayoria de las poblaciones en pafses en vias de
desarrollo."”

Se reconocen dos categorfas principales: LLA y LMA,
pero un pequefo niimero de casos no corresponden con
estos dos grupos, porque no muestran evidencia clara
de diferenciacion de un solo linaje o expresan antige-
nos de diferenciacién altamente especificos de mas de
un linaje’® y se denominan leucemias agudas de linaje
ambiguo (LALA).

El diagnéstico de las LA se realiza con base en las
manifestaciones clinicas y el estudio de las células leucé-
micas de SP y MO."® Estos estudios incluyen: evaluacion
morfolégica, inmunofenotipo y genética molecular y
citogenética.

Tabla 7: Resultados positivos y negativos para LA

obtenidos mediante morfologia e inmunofenotipificacion.

Inmunofenotipo Inmunofenotipo
positivo negativo
Morfologia 42 2
positiva
Morfologia 10 5
negativa

Tabla 8: Parametros determinados

para el analisis morfolégico.

Parametro %
Sensibilidad 80
Especificidad 71
Valor predictivo positivo 95
Valor predictivo negativo 33

[ ]
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Figura 1: Correlacion entre el porcentaje de blastos obtenidos por
morfologia y por citometria de flujo multiparamétrica.
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Figura 2: Distribucion de subtipos de LA determinados por inmu-
nofenotipo.

La evaluaciéon morfolégica de la MO, como primer
paso en el algoritmo de diagnéstico de las LA,> permite
distinguir una LLA de una LMA.* Junto con la morfologa,
la inmunofenotipificacién mediante CFM es crucial para
la deteccion y asignacion del linaje, asi como el estadio
de maduracién de las células blasticas en muestras sos-
pechosas de leucemia, pues es la que permite realizar el
diagnéstico y la clasificacién definitiva de las LA.>

Es este trabajo, inicialmente, se evalué la calidad de la
muestra. Siete casos (11.8%) no pudieron analizarse por
morfologia, ya que las muestra eran de mala calidad, esta-
ban coaguladas y presentaban una gran cantidad de células
destruidas; otras muestras contenian mallas de fibrina o
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coagulo. La presencia de codgulos pudo deberse a que
no se colocé inmediatamente el aspirado en el tubo con
EDTAK2 o que no se mezclé con el anticoagulante después
de haberla colocado en él, ya que la MO se coagula mas
rdpidamente que la SP® o incluso que la muestra se haya
coagulado debido a una mala puncién medular o una ex-
traccion dificil.'® La gran cantidad de células destruidas, las
hendiduras en los linfocitos y las células en apoptosis que
se observaron en estas muestras pudieron provocarse por
almacenamiento prolongado si se considera que no fueron
remitidas al laboratorio de manera inmediata, posterior-
mente de la toma de muestra. La calidad de estas muestras
concord6 con lo obtenido por CFM, ya que mostraron un
bajo porcentaje de viabilidad.

Ocho de las 58 muestras de MO contenfan grumos
medularesy 21 presentaban megacariocitos, lo cual indica
que el resto de las muestras se encontraban hemodilui-
das, de acuerdo con D’Onofrio y col.” la dilucién con
SP puede llegar a ser de 40 al 100% en las muestras de
MO de 0.25-0.5 mL."”

En este estudio, se encontré una correlacion de 79.6%
entre entre el andlisis morfoldgico y el inmunofenotipico;
asi este resultado es muy cercano al obtenido y publicado
por el Dr. Alejandro Ruiz-Argtielles en 2002, quien reporté
una correlacién de 73% entre ambos métodos de un total
de 648 casos de LA. Adicionalmente, en nuestro pars,
los doctores Guillermo y Alejandro Ruiz-Argtielles han
generado informacion de importancia en el diagnéstico
y clasificacion inmunolégica de las leucemias agudas.
Dicha informacion estd sustentada en la optimizacion
de recursos y sobre todo en la correcta combinacién
de anticuerpos monoclonales a utilizar.’23 Marsan y

10

B Masculino |
M Femenino

Num. de casos
(6]
1

<1 1-4 59 10-14 1518 SD
Edad (afios)

Figura 3: Intervalo de edades y niimero de pacientes masculinos y
femeninos con LA.

colaboradores?* reportaron en 2016 una correlacion
de 81.3%, sin embargo, en este estudio solamente se
analizaron casos de LLA.?* El indice kappa (k) de 0.352
obtenido en este estudio indica que la concordancia es
aceptable dado que se encuentra dentro del intervalo
de 0.21-0.40.%°

Los resultados discordantes se encontraron en los
siguientes casos:

A) Un caso en el que la morfologia fue LLA-L2 y por CFM
fue una LALA (células B/mieloide).

B) Un caso que por CFM fue una LALA con marcadores
de células T/mieloide y morfolégicamente se clasi-
fic6 como una LMA-M2, debido a que los blastos
presentaban una morfologia mieloide con presencia
de granulos azuréfilos en el citoplasma; sin embargo,
estos granulos presentaban un tamafio mas grande que
los observados en los otros casos de LMA-M2, ade-
mas se encontraron pseudo-Pelger-Huét y neutréfilos
hipogranulares y los precursores eritroides presenta-
ron caracteristicas megaloblastoides. Estos hallazgos
permitieron clasificar este caso como LMA-M2; los
granulos observados en los blastos se correlacionan
con el resultado del inmunofenotipo ya que presentd
positividad a la MPOx. Un caso similar como éste fue
reportado por Sharma y su equipo,?® en el que uno
de los pacientes con bifenotipia T/mieloide revel6 la
presencia de bastones de Auer en los blastos.2°
Como se ha encontrado en este estudio, las LALA
se pueden presentar morfolégicamente como LLA
o LMA, similar al estudio realizado por Matutes y
col., en el cual, de 90 casos de LALA, 39 mostraron
una morfologia de LLA, 38 se clasificaron como LMA
de subtipos M1y M5y, rara vez, M2 o M4 y ningln
caso fue M3, M6 0 M7.%7 Asimismo, Sharma vy su
grupo?* reportaron que de 15 casos con LAB, 11
presentaron una morfologia LMA-M1, M2 o M4/5
y ninguno present6 una LMA-M3, M6 o M7.26 De
acuerdo con los hallazgos anteriores, al estudiar
un caso con LALA mediante un andlisis morfolégi-
co inicial, no se podria sospechar de este tipo de
leucemia, y por lo tanto, el diagnéstico de LALA se
basa en la inmunofenotipificacion y la exclusién por
citogenética de los casos de LMA con anormalidades
genéticas recurrentes.?’

C) Dos casos con presunta recaida fueron diagnosticados
como positivos mediante morfologfa. En cada caso
se encontré un porcentaje de blastos de 12y 10.4%,
sin embargo, la morfologfa no permitié determinar el
linaje, mientras que por CFM encontraron 0.4 y 2%
de células inmaduras y con un patrén de la expresion
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de sus antigenos de manera normal. De esta manera
se descarto la posible recaida.

D) Un caso que por morfologia se clasificé como nor-
mal, por CFM se diagnosticé LLA pre-B comin y
el porcentaje de blastos fue mayor al encontrado
por morfologia. En estas dos situaciones se destaca
la importancia de la CFM para hacer el diagndstico
definitivo, ademas, se puede notar una de las limi-
tantes que tiene la morfologia en la determinacién
del niimero de blastos cuando éstos se encuentran
en cantidades bajas y la sensibilidad analitica que
presenta la CFM es mucho mayor (una célula
neoplésica en 1,000,000 células analizadas) a la que
tiene la morfologia (una célula neoplasica en 1,000
células observadas), ademas de ser 100% operador
dependiente. Asi, la habilidad en la identificacién
de células y sus caracteristicas morfolégicas, mor-
fométricas y tintoriales es la que condiciona los
resultados.

E) Siete casos (11.8%) no pudieron diagnosticarse por
morfologia debido a que mostraban una celularidad
danada o presencia de células destruidas, no asi por
citometria de flujo.

Los resultados con concordancia se encuentran de la
siguiente forma:

A) De los 44 casos por CFM se diagnosticé una LLA, y
en 38 de éstos por morfologia también se diagnostico
una LLA. B). Todos los casos (cuatro casos) en los que
la CFM mostr6 un fenotipo mieloide por morfologia

Tabla 9: Resultados de los parametros hematoldgicos

de 52 pacientes con LA.

Parametro n (%)
Leucocitos (x10%/uL)

Media (intervalo) 88.7 (2-433.4)

<50 28 (53.8)

> 50 24 (46.2)
Hemoglobina (g/dL)

Media (intervalo) 8.9 (3.2-14.2)

<11 43 (82.7)

11-18 9(17.3)
Plaguetas (x10%/uL)

Media (intervalo) 84.2 (12-341)

<150 47 (90.4)

150-450 5(9.6)

Tabla 10: Resultados de los parametros hematoldgicos

de 52 pacientes de acuerdo con el tipo de LA.

LLA-B  LLA-T LALA LMA

Parametro n (%) n%) n®%) n(%)
Leucocitos (x10%/uL)

<50 23(56) 0 3(75)

>50 18(44)  3(100) 1(25)

<20

>20
Hemoglobina (g/dL) 4 (100)

<11 35(85.4) 1(33.3) 4(100)

11-18 6(14.6) 2 (66.6) 2 (50)
Plaquetas (x10%/uL) 2 (50)

<150 36(87.8) 3(100) 4 (100)

150-450 5(12.2) 4 (100)

fueron LMA, y C) y de los siete casos que por CFM
mostraron un fenotipo normal, cinco de éstos por
morfologia también fueron normales.

Los valores de sensibilidad y especificidad indican
que 80% de pacientes presenta algtin tipo de LA cuando
el diagnéstico morfolégico resulta positivo y 71% de
pacientes no presenta LA cuando morfol6gicamente no
se identifican criterios morfolégicos que establezcan el
diagnoéstico de LA. De acuerdo con los valores predicti-
vos, hay 95% de probabilidad de que los individuos con
sospecha de LA padezcan la enfermedad cuando la mor-
fologia es positiva y, existe 33% de probabilidad de que,
si por morfologia no se detecta algin tipo de leucemia,
los pacientes realmente no la padezcan.

Los resultados obtenidos indican que el analisis mor-
folégico se oriente hacia una LLA o LMA, sin embargo,
no es suficiente para realizar el diagnéstico definitivo en
las LA, sobre todo cuando la muestra no es de calidad
adecuada o cuando se trata de una LALA. El resultado de
la morfologia debe confirmarse siempre con el estudio
inmunofenotipico y siempre se debe realizar este Gltimo,
ya que es el que finalmente determina el linaje especifico
afectado, asi como la etapa de maduracién o diferencia-
cion en la que las células leucémicas estdn detenidas y
por consiguiente permite, en algunos casos, estratificar
el nivel de riesgo, pronéstico y tratamiento del paciente.

Se calcul6 el coeficiente de correlacion entre el por-
centaje de blastos obtenidos mediante morfologia y por
CFMy se encontr6 una R? de 0.9406. Este resultado indi-
ca que hubo una buena correlacién entre ambos métodos,
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ya que en la mayorfa de los casos el porcentaje de blastos
fue muy similar. Sin embargo, se presentaron dos casos
en los que por morfologia se detecté un porcentaje muy
elevado de blastos (comparandolo con el obtenido por
CFM), de manera que se consideraron como LA, mien-
tras que por CFM esta enfermedad fue descartada por el
bajo porcentaje de células inmaduras encontradas y que
ademds mostraron una diferenciacién normal, aunque
en algunos casos ocurri6 lo contrario. Esta incongruen-
cia fue mas notoria en los casos en los que por CFM se
detectaron bajos porcentajes de células inmaduras, es
decir, de 0.4 a 12.7%. Estos resultados pueden atribuirse
a diversos factores, como la diferencia en la cantidad de
células que se cuentan en ambos métodos, ya que por
morfologia se contaron aproximadamente 1,000 células
mientras que por CFM se adquieren mas de 100,000
eventos. Otro factor a considerar es que, cuando se realiza
el extendido del aspirado medular, muchos blastos son
destruidos por la manipulacién al momento de la toma de
muestras,'#2829y sj el porcentaje de blastos es pequeo,
la disminucién es mas evidente. En los dos casos donde
se encontré mayor porcentaje de blastos por morfologia
(diagnosticados como LA por morfologia y por CFM des-
cartados) se pudieron haber confundido algunas células
normales por células leucémicas, debido a que morfo-
l6gicamente presentaban una apariencia de blastos, sin
embargo, estos pacientes ingresaron por diagnéstico de
recaida (estuvieron bajo tratamiento quimioterapéutico),
lo cual explicarfa la dificultad de distinguir claramente una
célula madura de una inmadura, ya que éstas presentaban
cambios en su morfologia.

Kerrigan y su grupo®° realizaron un estudio sobre los
cambios morfolégicos de las células sanguineas después
de la quimioterapia y encontraron, entre otros cambios,
que células monociticas presentaban ntcleos inmadu-
ros.?0 Esta situacién pudo presentarse en estos dos casos
debido a que agentes quimioterapéuticos pueden dar
origen a cambios displasicos en las células.® Es por ello que
en los casos de recaida, el inmunofenotipo debe volver a
realizarse y considerarse todos los marcadores celulares.

En cuanto al subtipo de LLA de la clasificacion FAB, se
encontré un mayor porcentaje de LLA-L2 (63.2%), mien-
tras que del subtipo L1 fue de 36.8% y no se encontré
ningln tipo con morfologia L3. Los resultados concuerdan
con los obtenidos por Morales y cols.3" donde encontra-
ron 62% en L2y 38% en L1, sin presencia de L3.3" Cabe
mencionar que la clasificacién FAB no es la tGinica forma
en la cual debe clasificarse una LA ya que no ayuda a
planificar el tratamiento.3?

Los subtipos de LMA méas comunes en los nifios son:
M1, M2, M3 y M4, sin embargo, en los nifios con sin-

drome de Down el subtipo M7 se ven con frecuencia.??
Los cuatro casos de LMA encontrados en este estudio
presentaron una morfologia de M1, M2 y M3. Estos re-
sultados concuerdan con los reportados por la literatura.

La LMA-M3 ahora es altamente curable cuando se
administra &cido transretinoico (ATRA) y quimioterapia
(antraciclina),®* sin embargo, un conteo > 10 x 103 célu-
las/pL denota un riesgo alto, ya que tienen un mayor riesgo
de muerte temprana y recaida.? El conteo leucocitario
del caso con LMA-M3 en este estudio fue de 40 x 103/
UL, ademds de un conteo plaquetario de 19 x 103/uL, lo
que sugiere que se trataba de un paciente de alto riesgo.

La importancia de la morfologia en la LMA-M3 destaca
aln mas, ya que la morfologia de los promielocitos y las
caracteristicas clinicas del paciente indicaran un diag-
néstico presuntivo de esta entidad y en ésta, a diferencia
de casi todas las otras LA, el tratamiento de este tipo
de leucemias debe realizarse de manera inmediata por
considerarse una urgencia hematolégica. El tratamiento
final se establece cuando se confirme la presencia de la
translocacién t (15:17) mediante métodos citogenéticos
o moleculares.3®

La LLA de linaje B es el cancer mas frecuente en la
infancia;*¢ esta informacion se puede constatar con los
resultados obtenidos en este estudio, ya que se encontrd
78.8% de LLA-B, 5.8% de LLA-T y 7.7% de LMA. En el
estudio realizado por Bekker y colaboradores®” encontra-
ron 85.1% de pacientes con LLA-B, 10.8% con LLA-T, y
4.1% pacientes con LALA. Pérez y col. reportaron 85.1%
de casos con LLA'y 12.3% con LMA.38

En cuanto a la subclasificacién de la LLA-B, se encon-
tré un mayor porcentaje en la LLA pre-B comin (85.4%),
mientras que del subtipo LLA-B madura no se encontré
ningln caso. Las frecuencias de distribucion reportadas
por varios grupos de trabajo internacionales son: pro-B
3%, pre-B comiin 60-65%, pre-B 9%, B maduras 3%y cé-
lulas T 10%.39 Los resultados concuerdan también con el
obtenido por Morales y col. (85% de LLA pre-B comn).?

En este estudio se encontr6 7.6% de LAB, sin embargo
en la literatura frecuentemente se informa que la preva-
lencia es menos de 5% de las leucemias infantiles.* Los
resultados en este tipo de LA llegan a ser muy variados,
pues en este mismo hospital pero en otro estudio se
reporté 28.3% de LALA.*! En cuanto a la proporcién de
subtipos de LALA, el resultado concordé con el reportado
por Dorantes y cols.* ya que en ambos se encontré un
mayor porcentaje de B/T linfoide. La LALA es un grupo
biol6gicamente diferente de LA y es importante identi-
ficarla porque es de mal pronéstico, recaida temprana e
infiltracion extramedular?® y, por tanto, requiere de un
tratamiento mds intensivo.40
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Estudios epidemioldgicos informan que existe una
mayor prevalencia de LA en pacientes masculinos, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en este estudio,
ya que se encontré6 59.6% de pacientes masculinos y
40.4% de pacientes femeninos. Resultados cercanos se
obtuvieron en un estudio realizado en nuestro pais por
Riveray cols., en un periodo de 2007 a 2012, en el cual
los varones representaron 54.4% de los pacientes con
LA.2 Otro estudio realizado en 2016 por Mayer y col.
en este hospital, de 549 pacientes con LA, 55% fue de
pacientes masculinos.*2

Con respecto a la edad, se encontraron pacientes
desde uno hasta 17 afos, con una edad promedio de
7.7. El intervalo en el que se encontraron mds casos fue
de cinco a nueve anos (38.5%) seguido de pacientes de
uno a cuatro anos (26.9%). En el estudio realizado por
Rivera y cols.2 encontraron una mayor prevalencia en los
nifos con cero a cuatro afos (35%) y 29% en pacientes
de cinco a nueve anos. El estudio realizado por Moralesy
colegas?' en un periodo de 2008 a 2010, en 54 pacientes
con LLA, el mayor niimero de pacientes se ubicé entre
uno y 10 anos y la media fue de 8.3 afos (intervalo de
uno a 17 anos). Bekker y su equipo®” reportaron que en
638 pacientes pediatricos con diagndstico reciente de
LLA de la Ciudad de México, la edad media de toda la
poblacién fue de 6.2 anos.>” Como se puede observar,
la edad promedio obtenida es similar en estos estudios.

El valor normal del nimero de leucocitos durante la
infancia es variable, por la influencia de la edad, sexo y raza,
de acuerdo con Jaime y su grupo,**#* quienes consideran
de manera general que el valor de referencia para leucoci-
tos se encuentra en el intervalo de 4.0-14.5 X 103/uL. En
este estudio se encontraron nueve (17.3%) pacientes con
conteos normales de leucocitos. Un conteo > 50 x 103/uL
se considera de alto riesgo.*3 En este estudio se encontraron
23 (56%) con un conteo < 50 leucocitos X 10%/uL y el resto
(44%) present6 > 50 leucocitos X 103/uL (leucocitosis); estos
pacientes presentan un alto riesgo de muerte temprana, ya
que en la LLA con leucocitosis es mas comin que se desa-
rrolle el sindrome de lisis tumoral (SLT).44-46

La LLA-T es una enfermedad agresiva, y estos pa-
cientes a menudo tienen caracteristicas clinicas de alto
riesgo, como la edad*” e hiperleucocitosis con infiltracién
extramedular.*® Los resultados encontrados en este es-
tudio concuerdan con lo descrito anteriormente ya que
los tres casos de LLA-T presentaron leucocitosis (> 50 X
10%/uL), dos de ellos con hiperleucocitosis y un paciente
que ademas de presentar hiperleucocitosis contaba con
una edad de 13 afos. Estas caracteristicas desfavorables
muestran que estos pacientes presentan un mayor riesgo
de recaida o muerte temprana.*?

En las LMA, una cifra de leucocitos < 20 X 103/uL se
asocia con un mejor prondstico.? En el estudio los cuatro
pacientes con LMA presentaron un conteo leucocitario
> 20 x 10%/uL, dos de ellos con hiperleucocitosis. Estos
conteos altos sugieren una baja tasa de remisiéon completa
en estos pacientes*® y una muerte temprana. El diagnosti-
co temprano de la LMA es de gran importancia, ya que la
hiperviscosidad celular causada por la elevacién extrema
de leucocitos puede conducir répidamente a una falla
orgdnica mdltiple y la muerte.>®

En cuanto a los otros parametros hematoldgicos, en
43 (82.7%) pacientes se encontré una hemoglobina < 11
g/dLy 47 pacientes (90.4%) presentaron trombocitopenia
(< 150 x 103/ul). Estos hallazgos son causados por el
fracaso de la hemopoyesis normal y el reemplazo de las
células normales por las células leucémicas, lo que resulta
en anemia, sangrado y mayor riesgo de infecciones.?

CONCLUSIONES

Se encontré una correlacion de 0.9406 y una concon-
dancia de 79.6%, con un indice kappa de 0.325 entre el
método morfoldgico y el inmunofenotipico en el diag-
néstico de leucemias agudas. En la mayoria de los casos
la morfologfa orient6 hacia una LLA o una LMA.

Es necesario realizar el andlisis morfoldgico antes
de realizar el inmunofenotipo para clasificar el linaje
especifico y la etapa de diferenciacién de las células
leucémicas, pues ambos estudios son complementarios
y no excluyentes.

Las LALA morfolégicamente pueden mostrarse como
LLA o LMA, raz6n por la cual la morfologfa es limitada en
estos casos y la inmunofenotipificacién ideal para la ca-
racterizacion de las células leucémicas; éste es el método
de eleccién en la identificacion de este tipo de leucemias.

En los casos de recaida, se debe realizar siempre un
nuevo inmunofenotipo considerando el mayor nimero
de marcadores celulares en los diferentes linajes hema-
topoyéticos.

Para el analisis morfol6gico es importante que las
muestras sean de buena calidad ya que, si la muestra
estd coagulada o con abundantes células destruidas, se
limita su evaluacion.
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RESUMEN

Introduccion: En los pacientes pediatricos con enfermedades
graves o complejas existe gran dificultad para obtener volu-
menes sanguineos 6ptimos. Por las razones anteriores, los
laboratorios clinicos se han visto en la necesidad de modificar
sus procedimientos de toma y procesamiento de las muestras
sanguineas a fin de optimizar el rendimiento de los produc-
tos biolégicos. Material y métodos: Se trata de un estudio
prospectivo, descriptivo y comparativo de los resultados
obtenidos en las determinaciones de citometrias hematicas,
TP, TTPay cuantificacion de fibrinbgeno, factores V'y VII de
la coagulacion. Resultados: Se realizé un analisis multivariante
de la varianza 0 MANOVA para los individuos clinicamente
sanos y pacientes, obteniendo los siguientes valores: ICS un
valor de F = 1.1416 con p = 0.0711 y para los pacientes F =
1.8519y p =0.0693, y en la comparacién de medias (prueba
t de Student) se evidencia que no existe diferencia entre los
resultados de las pruebas de TP, TTPa, cuantificacion de
fibrindgeno y factores V' y VII de la coagulacion tomadas en
los diferentes tubos con citrato de sodio. Conclusiones: Es
posible utilizar indistintamente los tubos de toma de muestra
(citometria hematica, tiempos de coagulacion y cuantificacion
de factores de la coagulacion) de las marcas BD Vacutainer®
versus Sarstedt®, ya que los resultados son muy similares y
no muestran diferencias con una significancia estadistica.

INTRODUCCION

na de las principales limitantes dentro
del laboratorio clinico para realizar prue-

bas en pacientes pediétricos es el volumen
sanguineo.

ABSTRACT

Introduction: In pediatric patients with serious or complex
diseases, there is great difficulty in obtaining optimal blood
volumes. For the above reasons, clinical laboratories have
found it necessary to modify their procedures for taking
and processing blood samples in order to optimize the
performance of biological products. Material and methods:
This is a prospective, descriptive and comparative study
of the results obtained in the determinations of blood
cytometry, TP, TTPa and quantification of fibrinogen,
coagulation factors V and VII. Results: A multivariate
analysis of variance or MANOVA was performed for ICS
and patients, obtaining the following values: ICS a value
of F = 1.1416 with p = 0.0711 and for patients F = 1.8519
and p = 0.0693 and in the comparison of means (Student t
test), there is no difference between the results of the tests
of TP, TTPa, quantification of fibrinogen and coagulation
factors V and VII taken in the different tubes with sodium
citrate. Conclusions: [ is possible to use the sampling
tubes interchangeably (blood cytometry, coagulation
times and quantification of coagulation factors) of the BD
Vacutainer® versus Sarstedt® brands since the results are
very similar and do not show differences with statistical
significance.

Se ha descrito que en pacientes criticos,
los valores de hemoglobina disminuyen por
las mdltiples punciones en la toma de muestras
sanguineas, y en algunos casos llegan a ser tan
graves dichas disminuciones que los pacientes
requieren ser transfundidos.-

Rev Mex Patol Clin Med Lab 2019; 66 (4): 212-220

www.medigraphic.com/patologiaclinica


Marco
Tachado


Parra-Ortega | et al. Optimizacion del volumen sanguineo en pruebas de laboratorio

Correspondencia:
Dra. Briceida Lopez-
Martinez
Subdireccién de
Servicios Auxiliares de
Diagnéstico,

Hospital Infantil de
México Federico
Goémez.

Dr. Marquez Nam.
162, Col. Doctores,
06720,

Alcaldia Cuauhtémoc,
Ciudad de México,
México.

Tel: 5552289917,

En diversas publicaciones”'% se ha evi-
denciado que en la toma de muestras existen
mdltiples errores preanaliticos (hasta de 70%)
que afectan de manera grave la calidad de los
resultados emitidos por los laboratorios clinicos.
Por ello se deben establecer medidas que favo-
rezcan la obtencién de resultados clinicamente
confiables para la atencién de pacientes.’-14

En los pacientes pediétricos con enferme-
dades graves o complejas, existe gran dificultad
para obtener volimenes sanguineos 6ptimos,
por ello el rechazo de muestras que contienen

213

TTPa y cuantificacion de fibrinégeno, factores
Vy VIl de la coagulacién utilizando diferentes
tipos de tubos o viales de toma de muestra y
de distintas marcas.

La comparacion de resultados en la citome-
tria hematica se realiz6 de la siguiente manera:

Se utilizaron los tubos de 1.3y 0.5 mL con
EDTA K3 de la marca Sarstedt® versus los tubos
con EDTA K2 de 4 mL de BD Vacutainer®.

Para lo cual se incluyeron 24 individuos
clinicamente sanos (ICS) y 22 pacientes pedia-
tricos con enfermedades oncohematolégicas

Ext. 9022 un volumen de sangre menor o diferente al  (pacientes), a quienes solicitamos, previa au-
ggxgiféiaml()pezm establecido. Por las razones anteriores los la-  torizacién con un consentimiento informado
boratorios clinicos se han visto en la necesidad ~ por parte de los padres, tutores o cuidadores
de modificar sus procedimientos de toma y  primarios, realizar la toma de muestras en los
procesamiento de las muestras sanguineas afin ~ diferentes viales (Sarstedt® y BD Vacutainer®)
de optimizar el rendimiento de los productos  para el proceso de una citometria hematica. Se
bioldgicos.">17 consideraron los valores de leucocitos, hemog-
Debido a esto, decidimos presentar los  lobinay plaquetas para el estudio comparativo.
resultados obtenidos en la determinacién de Las citometrias hematicas fueron procesa-
citometrias hemadticas (leucocitos, hemoglobi-  das en un equipo LH780 Beckman Coulter.
na y plaquetas), tiempo de protrombina (TP) La determinacion de tiempos de coagulacién
y tiempo de tromboplastina parcial activado  del TPy TTPa, fibrin6geno, factores Vy Vil de la
(TTPa), cuantificacion de fibrindgeno y factores  coagulacién se efectué de la siguiente manera:
V y VIl de la coagulacién, con diferentes tipos Se incluyeron 16 pacientes con patologfas
y marcas de tubos o viales de toma de muestra ~ que afectan los pardmetros de las pruebas de
realizados en el Departamento de Laboratorio  coagulacion y 30 ICS diferentes a los utilizados
Clinico del Hospital Infantil de México Federico  en las citometrias hemdticas, con previo con-
Goémez (HIMFG). sentimiento informado por parte de los padres,
tutores o cuidadores primarios se les realizé la
MATERIAL Y METODOS toma de muestras en los diferentes viales (tubos
de 1.3 mL con citrato de sodio al 3.2% marca
Se trata de un estudio prospectivo, descriptivoy  Sarstedt® versus tubos con citrato de sodio al
comparativo de los resultados obtenidos en las ~ 3.2% de 1.8 mL marca BD Vacutainer®) para
determinaciones de citometrias hematicas, TP efectuar la determinacion de TPy TTPa, asi como
16 i o @ 18- ‘f ‘f — 500 °
147 . 64 ¢ 4004 B :
= 121 - ié,l, | ‘ ‘ é 3 1 t
A S 514888 gSOOQQQ
H=fet=it e e
3 61 5 10 . ! i o | | :
— ; : : I J | ! 4 o
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Figura 1: Se muestran tres hoxplot con intervalo para la media de los valores de leucocitos, hemoglobina y plaguetas de los tres viales de toma
de muestra (0.5 y 1.3 mL de Sarstedt® y 4 mL de BD Vacutainer®).
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para la cuantificacién de fibrinégeno, factores V' y VIl de
coagulacién; se utilizé un equipo ACL TOP 500, IL Werfen.

Para el procesamiento estadistico de todas las variables
y valores obtenidos se emple6 el programa GraphPad
Prism® 6.01 para Mac OS X y R proyect® 3.6.1 para
Windows.

RESULTADOS

En el caso de las citometrias hematicas, las muestras ex-
traidas en los diferentes viales (0.5 y 1.3 mL de Sarstedt®
y 4 mL de BD Vacutainer®) fueron procesadas dentro
de las primeras cuatro horas después de su obtencién
y posterior al mantenimiento preventivo del equipo y
verificacion de los controles de calidad de primera y
tercera opinion, asi como la validaciéon de los resultados
de acuerdo al procedimiento analitico establecido en el
laboratorio de hematologia del HIMFC.

Los valores obtenidos en el proceso de las muestras
se describen en la Figura 7, en la que se obtiene una
distribucién similar en los resultados de los tres viales en
los ICS y pacientes.

(células x 10%/microlitro)

] | 1
100 200 300 400 500

Se muestra la dependencia de los
parametros y agrupaciones posibles.

Plaquetas

Se observa en gréfico de escaleras (Figura 2) que los pa-
rametros medidos (leucocitos, hemoglobina y plaquetas) no
tienen dependencia entre ellos; sin embargo, se puede ob-
servar que existen agrupaciones de los individuos con los tres
viales (0.5 y 1.3 mL de Sarstedt® y 4 mL de BD Vacutainer®).

Se puede apreciar en la Figura 1 que no hay diferencia
en la variacion de los resultados de las mediciones de
leucocitos, hemoglobina y plaquetas, ya que muestran
una dispersién muy similar entre los tres viales (0.5 y 1.3
mL de Sarstedt® y 4 mL de BD Vacutainer®) y sus medias
son practicamente las mismas.

Se realiz6 la prueba de normalidad para los resultados
obtenidos con los tres diferentes viales usados en la cito-
metria hematica, y se observé una distribucion normal en
todas las variables (leucocitos, hemoglobina y plaquetas)
(Figuras 3 a 5y Tabla 1).

Con los valores obtenidos de la medicién de leucoci-
tos, hemoglobina y plaquetas en los diferentes viales (0.5 y
1.3 mL de Sarstedt® y 4 mL de BD Vacutainer®) se realiz6
un andlisis multivariante de la varianza o MANOVA (por
sus siglas en inglés, multivariate analysis of variance) para
los ICS y pacientes; se obtuvieron los siguientes valores:
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ICS un valor de F = 1.1416 con p = 0.0711 y para los

pacientes F = 1.8519 y p = 0.0693.

En el caso de la comparacién de los resultados en la
determinacion de TPy TTPa, asi como para la cuantifica-
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ci6n de fibrinégeno, factores V y VII de coagulacién los

resultados son los siguientes:
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En la comparacion de los resultados de ICS y los pacien-
tes para las pruebas de TP y TTPa, se obtuvieron resultados

Normalidad plaquetas
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Figura 4:

Se muestran tres graficos de
normalidad (QQ plot) para

los valores de leucocitos,
hemoglobina y plaquetas, en el
vial de 1.3 mL de Sarstedt®.
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Normalidad leucocitos
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Normalidad plaquetas
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Tabla 1: Resumen de pruebas de normalidad realizadas.

Vial Estadistico
(mL) Variable de prueba p Decision
4 Leucocitos 0.96708  <0.2377 No se rechaza
4 Hemoglobina  0.96392  <0.1822 No se rechaza
4 Plaguetas 0.96679  <0.2322 No se rechaza
13 Leucocitos 0.96638  <0.2243 No se rechaza
1.3 Hemoglobina  0.96879  <0.2741 No se rechaza
13 Plaguetas 0.98095 <0.6715 No se rechaza
05 Leucocitos 0.96708  <0.2377 No se rechaza
0.5 Hemoglobina  0.96392  <0.1822 No se rechaza
0.5 Plaquetas 0.96679  <0.2322 No se rechaza

aceptables con un valor de 0.9895 y 0.8083 en el coeficien-
te de correlacion, con un IC al 95% de 0.9814 a 0.9941
y 0.6804 a 0.8884, respectivamente (Tabla 2 y Figura 6).

En el caso de las pruebas de fibrinégeno y factores V
y VIl de la coagulacién se compararon los resultados y
tuvieron los siguientes valores de correlacién: fibrinégeno
0.84 con un IC al 95% de 0.73 a 0.90, para factor V de
la coagulacién fue de 0.87 con un IC de 0.78 a 0.92, y
para el factor VII de la coagulacion fue de 0.99 con IC al
95% 0.97 a 0.99 (Tabla 3, Figuras 7 a 9).

El resultado de la comparacién de medias (prueba
t de Student) evidencia que no existe diferencia entre
los resultados de las pruebas de TP, TTPa, cuantifica-
cion de fibrinégeno y factores V y VII de la coagu-
lacién tomadas en los tubos con citrato de sodio de
BD Vacutainer® de 1.8 mL versus Sarstedt® 1.3 mL
(Tablas 2 y 3).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se ha descrito en diversas publicaciones que en la fase
preanaliticos es donde ocurren la mayor parte de erro-
res en los laboratorios clinicos,319-15 es por ello que la
seleccion de viales o materiales para la toma de muestra
es primordial, en nuestra experiencia consideramos los
siguientes puntos como fundamentales:

1) Tipo de poblacién a la que se realizaran las pruebas
(pacientes adultos, pediatricos, geriatricos).

2) Conocer el porcentaje de los pacientes que son de
consulta externa y los de hospitalizacion.

3) Conocer el volumen requerido por prueba, perfil o
determinacién analitica.

4) Tener presente el volumen muerto de cada analizador,
asi como el volumen minimo de muestra requerido en
las repeticiones, por verificacién de resultados durante
el proceso analitico.
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5) Compatibilidad de los viales de toma de muestra con mas comunes anemias secundarias a maltiples tomas
los analizadores. de muestra. Hay un informe con una serie de pacientes

6) Conocer el costo de cada vial. (adultos) de una unidad de cuidados intensivos, en la
7) Conocer la disponibilidad en el mercado. cual se redujo el volumen de sangre extraido hasta
8) Conocer los riesgos en el manejo de bioldgicos infec- en 46.8% con el uso de viales de toma de muestra de
ciosos que genera cada vial. menor volumen al habitual, se cubrié las necesidades

y fue posible disponer de suficiente sangre o muestra

Basados en los puntos anteriores, hemos selecciona- para realizar todas las pruebas de laboratorio reque-

do los viales de toma de muestra con el argumento de ridas al momento de la flebotomia. Las flebotomias
«obtener el minimo necesario, pero que sea suficiente» mediante tubos mas pequefios ayudan a reducir el
al tener en cuenta que en los pacientes pediatricos son riesgo de la anemia inducida por flebotomia en adultos

Tabla 2: Valores obtenidos de la determinacion de tiempos de protrombina y tiempo

de tromboplastina parcial activada en los ICS y pacientes.

TP BD Vacutainer® TP Sarstedt® TTPa BD Vacutainer® TTPa Sarstedt®

Nimero de valores 46,0000 46.0000 46.000 46.0000
Valor minimo 10.2000 9.9000 20.800 19.7000
Percentil 25% 11.2500 10.7000 29.000 30.5300
Mediana 11.9000 11.4000 31.600 33.0500
Percentil 75% 13.0500 12.1500 36.300 37.2300
Valor maximo 35.2000 31.9000 182.500 49.1000
Media 12.8000 12.2200 35.960 33.7800
Desviacion estandar 4,0480 3.7130 22.280 6.4640
Error estandar de la media 0.5783 0.5305 3.183 0.9331
Valor bajo IC 95% 11.6400 11.1600 29.560 31.9000
Valor alto IC 95% 13.9600 13.2900 42.360 35.6600
p (prueba t de Student) >0.05 >0.05

Tabla 3: Valores obtenidos en las cuantificaciones de fibrinogeno, factores Vy VII de la coagulacion en los ICS y pacientes.

Fibrindgeno BD Fibrindgeno Factor V BD FV FVII BD FVII

Vacutainer® Sarstedt® Vacutainer® Sarstedt® Vacutainer® Sarstedt®
N(mero de valores 46.00 46.00 46.000 46.000 46.000 46,000
Valor minimo 125.00 111.00 67.300 64.500 52.400 49.100
Percentil 25% 270.00 261.80 91.700 89.600 80.080 74.900
Mediana 320.00 304.00 101.800 100.600 97.600 90.050
Percentil 75% 366.80 373.00 115.900 118.100 112.000 109.200
Valor maximo 699.00 682.00 144.600 152.100 185.100 191.300
Media 326.80 318.00 103.500 104.500 98.180 94.730
Desviacion estandar 90.42 89.81 17.850 19.540 25.590 26.120
Error estandar de la media 13.05 12.96 2.576 2.821 3.693 3.769
Valor bajo IC 95% 300.50 291.90 98.310 98.820 90.750 87.140
Valor alto 1C 95% 353.00 344.10 108.700 110.200 105.600 102.300
p (prueba t de Student) >0.05 >0.05 >0.05
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sin comprometer los procedimientos de las pruebas de
laboratorio.

En nuestro pais el Dr. Sanchez-Girén publicé el pri-
mer articulo donde se comparé el volumen de muestras
tomadas con viales de menor volumen (pediétricos) y los

beneficios que se obtienen al reducir el tamafo del tubo
de recoleccién de sangre en adultos, sin observar voltime-
nes de muestra insuficientes.? El uso de tubos de 0.5 mL
(pediatricos) reduce el volumen sanguineo a utilizar en
la realizacién de pruebas de laboratorio hasta en 87.5%
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Figura 9: Se muestran la distribucion de los valores obtenidos de cada determinacion de fibrinogeno, factores V' y VII de la coagulacion, utili-
zando los dos viales para toma de muestra (tubos de 1.3 y 1.8 mL) en ICS (A) y pacientes (B).

(3.5 mL menos) (en el caso de las citometrias hematicas).
Al incorporar tubos de 1.3 y 0.5 mL para efectuar una
citometria hematica logramos mejorar el uso del volumen
sanguineo a obtener en la flebotomia, llegando también
a utilizar ese volumen de muestra en otros parametros
bioquimicos (electrolitos por ejemplo). Es importante
considerar que el volumen de muestra que se ahorra es
con base en las recomendaciones de los viales de toma
de muestra, donde refieren que deben llenarse hasta el
aforo; sin embargo, ya se ha reportado que los valores de
la citometria hemdtica no se ven afectados si los tubos de
4.0 mL no se aforan hasta la marca.?

En el caso de los beneficios obtenidos en las pruebas
de coagulacién y cuantificacién de factores se obtuvo
una reduccion teérica de 27.7% (500 microlitros) del
volumen sanguineo requerido para TP y TTPa, en la
cuantificacion de factores de la coagulacion el beneficio
es mayor, ya que los pacientes criticos que se encuentran
en la unidad de cuidados intensivos requieren valora-
ciones periédicas de factor V y VII cuando son candi-
datos a trasplante hepatico y reducir 500 microlitros
por evento en la toma de muestra disminuye el riesgo
de anemia inducida por flebotomia, ya que el abordaje
clinico de estos pacientes requiere de muchas pruebas
de laboratorio y por ende miiltiples tomas de muestra
durante su atencién.

Si bien los volimenes de muestra obtenidos son me-
nores y vastos para realizar las pruebas de laboratorio (las
evaluadas en este protocolo), es necesario seleccionar de
manera minuciosa a los pacientes que son candidatos o
factibles a incluir en los procesos de flebotomia con volu-
menes reducidos, pues en pacientes con mayor niimero
de pruebas es pertinente tomar un vial de mayor volumen
o en su defecto més de uno.

Consideramos algunos factores que deben tenerse
siempre presentes al querer implementar cambios en las
tomas de muestra y son los siguientes:

* Laexperienciay habilidad en latoma de muestra afec-
ta directamente los resultados (los mejores resultados
se dan con personal capacitado).

* En los pacientes que tienen un hematocrito me-
nor de 22% y mayor de 55% se debe considerar
con reserva el uso de volimenes pequefos (en el
caso de pruebas de coagulacién), ya que el ajuste
del anticoagulante puede no hacerse de manera
eficiente.

* El conocimiento y la capacitacién en el uso del ma-
terial de toma de muestra y las plataformas analiticas
son fundamentales para poder reducir el volumen
sanguineo en la toma de muestras.
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En conclusion, es posible utilizar de manera indistin-
ta los tubos de toma de muestra (citometria hematica,
tiempos de coagulacién y cuantificacion de factores de
la coagulacion) de las marcas BD Vacutainer® versus
Sarstedt®, ya que los resultados son muy similares y no
muestran diferencias con una significancia estadistica.
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RESUMEN

Introduccion: La resistencia bacteriana a los antibi6ticos
se considera un problema de salud a nivel mundial que
se incrementa gradualmente. Las cepas no fermentadoras
como Acinetobacter baumannii y Pseudomona aeruginosa
resistentes a los carbapenémicos, y Stenotrophomonas
maltophilia resistente a trimetoprim/sulfametoxazol se ca-
racterizan por tener patrones de multirresistencia que limitan
las opciones terapéuticas. Objetivo: Identificar el perfil de
resistencia a los antimicrobianos de microorganismos no
fermentadores de prioridad critica aislados en Chilpancingo,
Guerrero. Material y métodos: La presente investigacion
se realiz6 con cepas aisladas en el Hospital General «Dr.
Raymundo Abarca Alarcén» (HGRAA) y el Laboratorio
BIOCLIN en Chilpancingo, Gro., México durante el afio
2018. Para la identificacion bacteriana se utilizo el equipo
automatizado VITEK 2 Compact (HGRAA) y el sistema
MicroScan (BIOCLIN), considerando los lineamientos del
documento M100 2019 del Clinical & Laboratory Standards
Institute. Se realiz6 el cribado de resistencia a colistina a 16
cepas de P. aeruginosa. Resultados: De un total de 4,080 ais-
lamientos en 2018, se recuperaron 166 (4.1%) aislamientos
de las cepas no fermentadoras previamente descritas, de las
cuales 128 (77.1%) fueron de P. aeruginosa, 18 (10.8%) de S.
maltophiliay 20 (12.0%) de A. baumannii. Se identifico que
P. aeruginosa mostro resistencia importante a levofloxacino
(LVX) con 46.2% y 20.8% a meropenem (MEM); para A.
baumannii se identificé 50.0% de resistencia frente a amika-
cina (AMK) con una resistencia similar a tazobactam (TZP),
mientras que S. maltophilia mostré 25.0% de resistencia
frente a sulfametoxazol/trimetoprim (STX), se observo
resistencia intermediaa LV X. Una cepa de P. aeruginosa fue
resistente a colistina. Conclusion: En Chilpancingo, Gue-
rrero, se encuentran fenotipos de bacterias no fermentadoras
considerados por la Organizacioén Mundial de la Salud como
de alerta epidemiolégica y de prioridad critica.

ABSTRACT

Introduction: Bacterial resistance to antibiotics is
considered a global health problem that is gradually
increased. Non-fermenting strains such as Acinetobacter
baumannii and Pseudomona aeruginosa resistant to
carbapenems, and Stenotrophomonas maltophilia resistant
to sulfamethoxazole/trimethoprim, are characterized by
multi-resistance patterns that limit therapeutic options.
Objective: Identify the antimicrobial resistance profile
of critically-priority non-fermenting microorganisms
isolated in Chilpancingo, Guerrero. Material and
methods: This research was conducted with isolated
strains at the «Dr. Raymundo Abarca Alarcon» General
Hospital (HGRAA) and the BIOCLIN Laboratory, in
Chilpancingo, Gro., Mexico, during 2018. The VITEK
2 Compact (HGRAA) automated equipment and the
MicroScan system (BIOCLIN) were used for bacterial
identification, taking into view the guidelines of document
M100 2019 of the Clinical & Laboratory Standards
Institute. Colistin resistance screening was performed on
16 strains of P. aeruginosa. Results: Out of a total of 4,080
isolations in 2018, 166 (4.1%) were isolations recovered
as non-fermenting strains previously described; of which
128 (77.1%) P. aeruginosa, 18 (10.8%) S. maltophilia and
20 (12.0%) A. baumannii. Was found that P. aeruginosa,
exhibited significant resistance for levofloxacin (LVX)
with 46.2% and 20.8% for meropenem (MEM); for A.
baumannii a 50.0% resistance against amikacin (AMK) was
identified with a similar resistance for tazobactam (TZP).
While S. maltophilia presented 25.0% resistance against
sulfamethoxazole /trimethoprim (STX), and intermediate
resistance for LVX. One strain of P. aeruginosa was resistant
to colistin. Conclusion: in Chilpancingo, Guerrero, were
found phenotypes of non-fermenting bacteria, considered
by WHO to be epidemiological alert and critical priority.
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INTRODUCCION

a resistencia bacteriana a los antibiéticos se consi-

dera un problema de salud a nivel mundial que se
incrementa gradualmente. Se considera que la causa
principal de su aumento es el uso y abuso indiscriminado
de antibiéticos, convirtiéndose en una grave amenaza
que dia a dia involucra nuevas especies de microorga-
nismos y nuevos mecanismos de resistencia,’? lo que
impacta directamente en la posibilidad de obtener la
curacion clinica y la erradicacion del agente causal, e
incrementa los costos del tratamiento, la morbilidad y
la mortalidad.’

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé
una lista de patégenos prioritarios resistentes a los anti-
bidticos. Dentro de esta lista se encuentran patégenos
considerados de prioridad critica que incluyen: A. bau-
manniiy P. aeruginosa resistente a los carbapenémicos, y S.
maltophilia resistente a trimetoprim-sulfametoxazol (STX).3

El término bacilos no fermentadores (BNF) se refiere
a un grupo de bacilos Gram negativos aerobios, que son
incapaces de utilizar los hidratos de carbono como fuente
de energia, y los degradan mas por via oxidativa que por
via fermentativa; incluyen géneros de interés clinico como
son: Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes, Eikenella,
Achromobacter, Acidovorax, Kingella, Moraxella, Steno-
trophomonas maltophilia, Agrobacterium, Alcaligenes,
Chryseomonas, Comamonas, Flavimonas, Flavobacterium
y Sphingomonas.*

Como se ha descrito previamente, P aeruginosa, Aci-
netobacter spp. y S. maltophilia presentan con frecuencia
un patrén de multirresistencias que en ocasiones limita las
opciones terapéuticas a un tnico antibiético, colistina, que
tiene problemas de toxicidad renal y neurolégica. Por otro
lado, es importante discernir si se trata de una colonizacion
o una infeccion, ya que los casos de colonizacién no debe-
rian ser tratados por los efectos adversos de los antibiéticos
y la seleccién de microorganismos resistentes, asociandose
a un aumento en las tasas de mortalidad. Por todo esto, el
tratamiento de las infecciones causadas por estos microor-
ganismos es un importante reto terapéutico.>®

P aeruginosa exhibe muchos mecanismos de resis-
tencia, incluyendo enzimas que modifican los antimicro-
bianos como B-lactamasas y enzimas modificadoras de
aminoglucésidos, la adquisicién de plasmidos que codi-
fican para genes de resistencia, permeabilidad limitada a
los antimicrobianos y a la posibilidad de generar bombas
dependientes de energia que expulsan el antimicrobiano
fuera de la bacteria.””?

A. baumannii ha emergido como una bacteria de gran
importancia clinica, se le relaciona con altos porcentajes

de mortalidad, se caracteriza por su capacidad para di-
seminarse en el ambiente hospitalario. Con el paso del
tiempo ha adquirido diferentes mecanismos de resistencia
a los antibiéticos, en la actualidad se reporta resistencia a
carbapenémicos, aminoglucésidos, quinolonas y polimi-
xinas, lo que ha complicado el manejo de las infecciones
ocasionadas por esta bacteria.'%11

Aunque S. maltophilia es un microorganismo con
limitada virulencia posee una resistencia intrinseca de
alto grado que le confiere un caracter de multirresisten-
cia, y en combinacién con las resistencias adquiridas por
presién selectiva de los antimicrobianos tiene una ventaja
ecolodgica sobre otros posibles patégenos en el medio
hospitalario.’ Surge como un importante patégeno en
infecciones nosocomiales con mortalidad que oscila entre
14-69% en pacientes con bacteriemia. En un estudio de
infecciones en unidades de cuidados intensivos en los
Estados Unidos, entre 1993 y 2004 se le reporté entre
los 11 microorganismos mas frecuentemente aislados,
representando 4.3% de los 74,394 aislamientos de bacilos
Gram negativos.'?

Objetivo: conocer el perfil de resistencia a los an-
timicrobianos de microorganismos no fermentadores
de prioridad critica en cepas aisladas en Chilpancingo,
Guerrero, México.

MATERIAL Y METODOS

En la presente investigacion se analizaron las resistencias
de cepas no fermentadoras de prioridad critica, incluyen-
do A. baumannii, P aeruginosa y S. maltophilia, y cepas
aisladas durante el ano 2018 procedentes del laboratorio
de Microbiologia del Hospital General «Dr. Raymundo
Abarca Alarcén» (HGRAA) y del laboratorio BIOCLIN de
Chilpancingo, Gro., México. Para la identificacién bacte-
riana se utiliz6 el equipo automatizado VITEK 2 Compact
(HGRAA) y el sistema MicroScan (BIOCLIN).

Se realizé el cribado de resistencia a la colistina como
estudio complementario a 16 cepas de P aeruginosa
elegidas de manera aleatoria.

RESULTADOS

De un total de 4,080 aislamientos obtenidos durante
2018 se recuperaron 166 (4.1%) aislamientos de cepas
no fermentadoras consideradas por la OMS de prioridad
critica, de las cuales 128 (77.1%) fueron cepas de R aeru-
ginosa, 18 (10.8%) de S. maltophilia y 20 (12.0%) cepas
de A. baumannii.

El espécimen en el que se recuperé mayor nlimero
de P aeruginosa fue del cultivo de expectoraciéon con
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29 aislamientos, seguido de urocultivos con 21 y de los
hemocultivos con 14; para A. baumannii el espécimen
predominante fue cultivo de orina con cuatro aislamientos
y tres de cultivo de herida; mientras que S. maltophilia
se aislé principalmente en cultivos de herida con ocho
aislamientos seguido de secrecién bronquial con cuatro
aislamientos.

223

Las tasas de resistencia obtenidas de las cepas
aisladas de los microorganismos no fermentadores
mencionados con anterioridad se muestran en las
Tablas 1 a 3.

Se realizo la prueba de colistina de manera aleatoria
a 16 cepas de R aeruginosa, identificindose una cepa
resistente.

Tabla 1: Tasas de resistencia para A. baumannii expresadas en porcentaje (n = 20).

Acinetobacter baumannii

Interpretacion
Familia Antibicticos Intermedio Resistente
Cefalosporina 1° Cefazolina (CZO) 0.0 100.0
Nitrofurano Nitrofurantoina (NIT) 0.0 100.0
Cefalosporina 2° Cefuroxima (CXM) 0.0 80.0
Penicilina Ampicilina (AMP) 25.0 75.0
Penicilina/inhibidor Amoxicilina/acido clavulanico (AMC) 25.0 75.0
Tetraciclina Tetraciclina (TE) 0.0 75.0
Trimetoprim y sulfametoxazol Trimetoprim/sulfametoxazol (STX) 0.0 65.0
Monobactamico Aztreonam (ATM) 33.3 60.0
Aminoglucdsido Amikacina (AMK) 0.0 50.0
Aminoglucosido Gentamicina (GEN) 35.0 15.0
Aminoglucésido Tobramicina (TOB) 26.3 10.5
Fluoroquinolona 2° Ciprofloxacino (CIP) 5.0 45.0
Fluoroquinolona 3° Levofloxacino (LVX) 25.0 0.0
Cefalosporina 3° Ceftriaxona (CRO) 35.0 45.0
Cefalosporina 3° Cefotaxima (CTX) 20.0 20.0
Cefalosporina 3° Ceftazidima (CAZ) 0.0 0.0
Cefalosporina 4° Cefepima (FEP) 5.0 45.0
Penicilina/inhibidor Piperacilina/tazobactam (TZP) 0.0 42.9
Penicilina/inhibidor Ampicilina/sulbactam (SAM) 55.0 20.0
Carbapenémico Meropenem (MEM) 0.0 0.0

Tabla 2: Tasas de resistencia para S. maltophilia expresadas en porcentaje (n = 18)

Stenotrophomonas maltophilia

Interpretacion
Familia Antibidticos Intermedio Resistente
Trimetoprima y sulfametoxazol Trimetoprima/sulfametoxazol (STX) 0.0 25.0
Fluoroquinolona 3° Levofloxacino (LVX) 333 0.0
Cefalosporina 3° Ceftazidima (CAZ) 333 66.7
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DISCUSION

Las bacterias han desarrollado mecanismos de defensa
para lograr sobrevivir a los ataques de agentes que ame-
nazan su reproduccién y supervivencia. En respuesta a los
esfuerzos internacionales, el 05 de junio de 2018 México
emite en el Diario Oficial de la Federacién la declaratoria
de la obligatoriedad de la Estrategia Nacional de Accién
contra la Resistencia a los Antimicrobianos. Surgieron
grupos de investigacion nacionales como la «Red Temética
de Investigacion y Vigilancia de la Farmacorresistencia (IN-
VIFAR)» que han generado informacién importante sobre
la resistencia bacteriana a nivel nacional; sin embargo, es
necesario conocer los fenotipos de resistencia presentes
en Chilpancingo, Gro. para que la comunidad médica
tenga informacién local reciente en este tépico. Es por ello
que se realiz6 una investigacion de la farmacorresistencia
de bacterias no fermentadoras procedentes de muestras

Perfil de resistencia
80

70.0
70 65.0

Porcentaje

MDR Posible XDR Posible PDR
B Pseudomona aeruginosa [l Acinetobacter baumannii

Figura 1: Perfiles de resistencia identificadas en cepas de Chilpan-
cingo, Guerrero.

MDR = Multidrogorresistente, XDR = multidrogorresistencia extendida,
PDR = pandrogorresistencia.

Tabla 3: Tasas de resistencia para P. aeruginosa expresadas en porcentaje (n = 128).

Pseudomona aeruginosa

Interpretacion
Familia Antibicticos Intermedio Resistente
Cefalosporina 1° Cefazolina (CZ0) 0.0 100.0
Cefalosporina 2° Cefuroxima (CXM) 0.0 100.0
Penicilina Ampicilina (AMP) 0.0 99.2
Nitrofurano Nitrofurantoina (NIT) 1.8 98.2
Cefalosporina 3° Ceftriaxona (CRO) 0.0 97.6
Penicilina/inhibidor Ampicilina/sulbactam (SAM) 3.1 93.8
Penicilina/inhibidor Amoxicilina/acido clavulanico (AMC) 7.7 92.3
Trimetoprim y sulfametoxazol Trimetoprima/sulfametoxazol (SXT) 0.0 89.5
Cefalosporina 3° Cefotaxima (CTX) 0.0 84.6
Fluoroguinolona 3° Levofloxacino (LEV) 0.0 46.2
Fluoroquinolona 2° Ciprofloxacina (CIP) 7.8 23.4
Aminoglucésidos Tobramicina (TOB) 2.5 18.5
Aminoglucésidos Amikacina (AMK) 0.0 16.4
Aminoglucésidos Gentamicina (GEN) 8.6 7.0
Penicilina/inhibidor Piperacilina/tazobactam (TZP) 12.9 14.5
Cefalosporina 4° Cefepima (FEP) 11.9 10.2
Cefalosporina 3° Ceftazidima (CAZ) 0.0 7.7
Carbapenémico Meropenem (MEM) 2.4 20.8
Carbapenémico Imipenem (IMP) 23.1 1.7
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aisladas en el Hospital «<Dr. Raymundo Abarca Alarcén»
y el Laboratorio BIOCLIN de Chilpancingo, Guerrero,
durante el ano 2018.

Es conveniente considerar que A. baumannii tiene
resistencia intrinseca a B-lactamicos del grupo de las ce-
falosporinas de la generacién como cefazolina (CZO) y de
segunda generacién como cefuroxima (CXM) a penicilinas
como ampicilina (AMP) y amoxicilina combinada con aci-
do clavulanico (AMC) y a los monobactamicos aztreonam
(ATM) asi como a nitrofurantoina (NIT), tetraciclina (TE)
y STX,'3 los cuales se reportan en la presente investiga-
cién porque vienen integrados en los antibiogramas de
los paneles comerciales; sin embargo, no se recomienda
utilizarlos con la técnica manual de Kirby Bauer. Dentro de
los aminoglucésidos en los que no se tiene documentada
la resistencia intrinseca,'? el antibiético que mostré una
resistencia mas relevante fue amikacina (AMK) con 50% y
piperacilina/tazobactam (TZP) con 42.9% en comparacién
con Garza-Gonzélez y colaboradores (2018), quienes
reportaron una resistencia nacional de 73.7% a TZP;'
Garza-Gonzalez y su equipo (2010) informan sobre una
resistencia a ciprofloxacina (CIP) de 94%,'> en contraste,
con los resultados de la presente investigacion se observo
CIP con 45% de resistencia. Con base en esta investiga-
cién se identificé que el antibidtico de mayor sensibilidad
para A. baumannii son cefalosporinas de tercera genera-
cién como ceftazidima (CAZ) o carbapenémicos como
meropenem (MEM), obteniendo 100% en ambos casos.

S. maltophilia se caracteriza por su resistencia intrin-
seca a la mayor parte de los antibidticos (incluidos los
carbapenémicos),'? lo cual hace més dificil su tratamiento.
Los antibiéticos a los que por lo regular es mas sensible
son SXT y quizé algunas quinolonas de tercera generacién
como levofloxacino (LVX) o moxifloxacino (MXF). En las
cepas aisladas se documenté 25% de resistencia frente
a STX; y una resistencia intermedia de 33.3% a LVX, en
comparacion con reportes nacionales de resistencia de
8.8% a STXy 11.1% a LVX en bacterias aisladas del tracto
respiratorio.'

P aeruginosa es naturalmente resistente a la mayoria
de las penicilinas como AMP, AMC y ampicilina/sulbactam
(AMS), a cefalosporinas de primera generacion como
CZO, de segunda generacién como CXM y de tercera
generaciéon como CRO y CTX, salvo CAZ; también
muestra resistencia intrinseca a NIT y SXT. En la Tabla
3 podemos observar que en todos los casos se presenta
resistencia (total o intermedia) a los antibiéticos. Al omitir
los resultados de los antibidticos con resistencia intrinseca
podemos observar una resistencia a LVX (quinolona de
tercera generacion) con 46.2% y de 23.4% a CIP (quino-
lona de segunda generaci6n), siendo éstos los antibiéticos

con mayor resistencia seguidos del carbapenémico MEM
que tiene una resistencia de 20.8% en comparacién con
Elvira Garza-Gonzalez y colaboradores (2018), quienes
reportaron resultados similares con una resistencia de
22.4% a LVX, 18.6% para CIP y para MEM de 27.8%.*
El antibidtico con mayor sensibilidad observado en la
presente investigacion fue CAZ (cefalosporina tercera
generacién) con 7.7% de resistencia, porcentaje minimo
en comparacién con los diferentes antibi6ticos ensayados.
Mientras que Douglas ] y su equipo (2016) en una inves-
tigacion realizada en Vietnam reportan para P aeruginosa
una importante resistencia a CAZ con 45.8%, 43.9% a LVX
y a MEM con 38.4%,'® datos que muestran una similar
resistencia con las cepas analizadas en esta investigacion.

Se analizaron los perfiles de resistencia, observando
que A. baumannii tuvo la tasa mas alta de multidrogorre-
sistencia (MDR) con 70% y 5% de posible pandrogorresis-
tencia (posible PDR), mientras que P aeruginosa mostr6
38.3% de bacterias MDR y posible multidrogorresistencia
extendida (posible XDR), y la tasa mas elevada de posibles
PDR con 11.7% (Figura 1).

Cabe resaltar que dentro de las bacterias aisladas se
identificaron fenotipos de resistencia de alerta epide-
miolégica como en el caso de S. maltophilia resistente a
STX, en el que se identificé una resistencia de 25% y P
aeruginosa dando una resistencia a carbapenémicos como
imipenem (IMP) de 7.7% y a MEM de 20.8%.

Estos resultados demuestran que en las cepas aisla-
das en Chilpancingo, Guerrero, se encuentran fenotipos
considerados por la OMS de alerta epidemiolégica de
prioridad critica, que incluyen S. maltophilia, A. bauman-
nii'y P aeruginosa.
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Hemostasia y factores asociados a tendencia

trombotica

Hemostasis and factors associated with thrombotic tendency

Rodriguez Davila Sinai del Carmen,* Guzman Silahua Sandra,*
Barreno Rocha Sonia Guadalupe,* Rubio Jurado Benjamin,*#
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RESUMEN

La hemostasia es el mecanismo que mantiene el equilibrio
entre los procesos de coagulacion y fibrindlisis para reparar
de manera fisiologica los eventos de dafo vascular. La he-
mostasia primaria es generada por las plaquetas mediante
las fases de adhesion, agregacion y una fase de liberacion
del contenido plaquetario, y la hemostasia secundaria co-
rresponde a la fase de la coagulacion sanguinea en la que
participan los factores de la coagulacion. La activacion
de la coagulacién sanguinea se realiza mediante una via
intrinseca y una via extrinseca, y de manera integrativa
se estudia su activacion como el modelo celular de la
coagulacion que esta constituido por las siguientes etapas,
1) iniciacion, 2) amplificacion, 3) propagacion y 4) estabi-
lizacion del coagulo. En este modelo celular se enfatiza que
la activacion secuencial de los factores de la coagulacion
tiene lugar en una superficie celular donde se forma la
red de fibrina y el coagulo. La trombofilia es la condicion
clinica que condiciona una tendencia trombatica, la cual
puede estar dada por la presencia de factores hereditarios
o factores adquiridos, y uno de los biomarcadores de
escrutinio de activacion de la coagulacion presente en un
estado trombofilico es el dimero-D.

INTRODUCCION

I a hemostasia es un mecanismo cuyo princi-

pal papel es mantener el equilibrio entre los

ABSTRACT

Hemostasis is the mechanism that maintains the balance
between coagulation and fibrinolysis processes to
physiologically repair vascular damage events. Primary
hemostasis is generated by platelets through the phases
of adhesion, aggregation and a phase of platelet content
release and secondary hemostasis corresponds to the
blood coagulation phase in which the coagulation factors
participate and are activated. The activation of blood
coagulation is given by an intrinsic and extrinsic pathway,
and integratively studied its activation as the cellular model
of coagulation that is constituted by the following stages,
1) initiation, 2) amplification, 3) propagation and, 4) clot
stabilization. In this cellular model it is emphasized that
the sequential activation of coagulation factors occurs
on a cell surface where the fibrin network and the clot
are formed. Thrombophilia is a clinical condition that
conditions a thrombotic tendency which may be due to
the presence of inherited factors or acquired factors, and
one of the biomarkers of coagulation activation screening
present in a thrombophilic state is D-dimer.

inhibicién de la coagulacién y la fibrindlisis.
Los componentes secuenciales de la hemosta-

sia se muestran en la siguiente seccién.

procesos de coagulacion y fibrindlisis, "2 siendo
el mecanismo fisiolégico mediante el cual se
reparan eventos microhemorragicos, se activa
la cascada de la coagulacién, se forma un coa-
gulo y se repara el dano en la pared vascular.?

El sistema hemostatico es esencial para
la homeostasis y asi mantener el equilibrio
del medio interno a través de tres procesos:
activacién y amplificacion de la coagulacion,

Hemostasia primaria

Los acontecimientos que ocurren en la hemos-
tasia primaria pueden ser desencadenados en
respuesta a un dafo en la pared vascular o
por activacion del endotelio sin dafo fisico
(endotelio activado).*

En presencia de dafo vascular ocurre la
activacion y agregacién plaquetaria, seguida
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de una serie de interacciones entre el endo-
telio activado, las protefnas plasméticas y los
leucocitos con la finalidad de reparar el sitio
que ha sufrido el dano.

Las plaquetas experimentaran una serie de
reacciones en las que se incluye la adhesion,
la agregacion y la liberacién del contenido de
sus granulos, estos cambios morfolégicos con-
ducen a la formacion del tapén plaquetario. La
adhesién plaquetaria es regulada por familias
de receptores de superficie denominadas
glucoproteinas y la agregacion plaquetaria es
favorecida por la accién del factor von Wille-
brand (VWF), quien ejerce su funcién como
intermediario entre el coldgeno expuesto del
tejido y las plaquetas. La superficie de las
plaquetas sufre cambios morfolégicos que
conllevan al reordenamiento de la membrana
y la expresion de fosfolipidos cargados negati-
vamente. Las plaquetas liberan de sus granulos
tromboxano A2, ADP, calcio y serotonina. Con
esto se logra mayor agregacion plaquetaria y
contraccion de la musculatura lisa de la pared
vascular.4®

Extrinseca Intrinseca
FT Vila 1. Iniciacion IX Xl
l Factores de contacto

3. Propagacion « Xla

X > Xa |« VIIIaX 2. Amplificacion

<— Va, Ca, FL
Protrombina. Il Y » | Trombina. lla 4. Estabilizacion
Fibrindgeno. | > Fibrina. la Xl

Hemostasia secundaria

Esta se caracteriza por la activacion de la cascada
de la coagulacion. Se reconocen dos vias de la
activacion de la coagulacién, una via extrinseca
y una via intrinseca, y se propone un modelo
celular de la coagulacion (Figura 7). Las dos vias
convergen en una via comdn que conduce a la
formacion y generacion de la trombina.®

Los elementos que son los factores de la
coagulacion se representan en niimero roma-
no segln su descubrimiento: | fibrinégeno, I
protrombina, Ill factor tisular (tromboplastina),
IV calcio, V proacelerina, VII proconvertina,
VIl factor antihemofilico A, IX factor Christmas
o factor antihemofilico B, X factor de Stuart
Prower, XI antecedente o precursor de trom-
boplastina plasmatica, XIl factor Hageman y Xl
factor estabilizador de la fibrina.

Cascada de la coagulacion

La cascada de la coagulacién es una secuencia
de activacién de los factores de la coagulacion,

Figura 1: Modelo clasico y celular de la coagulacion.
Modificado de: Rubio-Jurado B, Salazar-Paramo M, Medrano-Muiioz F, Gonzalez-Ojeda A, Nava A. Trombofilia, autoinmunidad y tromboprofilaxis periopera-
toria. Cir Cir. 2007; 75 (4): 313-321.
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lo que genera la formacién de trombina que actta sobre
el fibrinégeno y produce la fibrina, constituyente principal
del coagulo.”

La via extrinseca. La activacion de la coagulacion
por esta via inicia con la unién del factor tisular (FT) en
la circulacién con el factor VII. Después, tanto el factor 1X
como el factor X son activados por el complejo FVIla-FT
en FIXa y FXa para amplificar de esta forma el sistema
activado del factor VII.4

El factor X activado es un elemento importante en
el proceso de coagulacién, éste activa la protrombina
(factor 11).

La via intrinseca. Inicia con la activacién del factor
XIl, la precalicreina, el cimégeno AMP vy el factor XI. A
continuacién el factor Xla activara el FXI y formard un
complejo con el FVIII que se encuentra unido al factor von
Willebrand circulante y que, luego, en conjunto tendrén
la funcion de activar el factor X para incorporarlo a la via
comun y activar la protrombina.*®

La via comiin. Este proceso inicia con la participa-
cion del factor Xa 'y Va, los cuales se unen a las plaquetas
activadas para formar el complejo protrombinasa, esto
con la finalidad de formar trombina a partir de la pro-
trombina. La primera trombina generada activara en su
mayorfa al FV. Ademas, la trombina también activa el
factor VI, el cual circula unido al factor vWF y se libera
en el proceso de activacion medido por la trombina. La
trombina generada activa el factor XIlIl y el inhibidor de
fibrindlisis activable de trombina (TAFI).# La protrombina
continuara activdndose incluso posterior a la generacion
del coagulo.

La trombina y la plasmina actGan en los pasos finales
de la activacién de la coagulacion y del sistema de fibri-
nolisis, por esta razén su actividad dard como resultado
cambios en la concentracién del fibrinégeno, formacién
de fibrina y en los productos finales de la degradacién
de la fibrina.?

La activacién de la coagulacién dependiente de la in-
teraccion entre el factor tisular y el factor VIl se denomina
via extrinseca, mientras que la via intrinseca involucra al
factor XlI, el cimégeno de alto peso molecular (factor de
Fitzgerald-Williams-Flaujeau) el factor Xl y la precalicreina.
En la via propuesta del modelo celular interviene el factor
tisular, FVlla, FXa, etcétera.*?

Modelo celular de la coagulacién. Tras un dafo
endotelial, las plaquetas se adhieren y agregan al sitio de
lesion mediante la participacion de receptores y moléculas
solubles circulantes. Las células endoteliales, ante el dafo
vascular, expresan por medio de microparticulas el factor
tisular que al unirse al FVIla generan cantidades suficientes
de trombina y mdiltiples efectos en otros factores de la
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coagulacion. Esta serie de reacciones produce la forma-
ci6n de grandes cantidades de fibrina que estabilizan la
accion de la trombina y forman el coagulo.

Este modelo identifica las células en cuya membrana
se expresa el factor tisular como ocurre en los monocitos,
neutréfilos, fibroblastos y principalmente en las plaquetas.
Las membranas de estas células son identificadas como
los sitios donde se lleva a cabo la activacién de la coagu-
lacién. Ademas, este modelo determina la importancia
del complejo TF/FVlla en la activacién del sistema.”

El modelo celular divide a la coagulacién en cuatro
fases: iniciacién, amplificacion, propagacion y estabiliza-
cién del coagulo.™®

Fase de iniciacion: ante un dano vascular, las diversas
células endoteliales son expuestas al flujo sanguineo y son
capaces de expresar factor tisular. El factor tisular se une al
factor VIl formando el complejo FT/FVlla que activaréd de
manera directa al factor X e indirectamente al FIX. El FXa
se une al FVa para formar un complejo protrombinasa que
convierte la protrombina (FIl) en trombina en cantidades
no suficientes para la formacion de fibrina.”

Fase de amplificacién: la trombina generada activa a
las plaquetas unidas al colageno subendotelial y al factor
von Willebrand. La trombina activa el FV para amplificar
la actividad protrombinasa y activa el FVIII que es cofactor
del FIXa y asi mantener la expresion del FXa, también
la trombina activa el FXI. En esta fase se lleva a cabo la
activacion de los anticoagulantes naturales.”

Fase de propagacion: en la superficie de las plaque-
tas, el FXla activa el FIX y al unirse al FVllla cataliza la
conversién de FX en FXa dando lugar a la formacion del
complejo FXa/FVa + Ca que catalizaré la conversién de
trombina suficiente para la formacién de fibrina.

Por Gltimo, la estabilizacién del coagulo: la trombina
activara el FXIII para conferir los enlaces covalentes de
la cadena de fibrina para la formacién del codgulo y del
TAFL.7

Anticoagulantes naturales

El sistema de coagulacién es regulado por mecanismos
inhibitorios con la finalidad de evitar una trombosis. Entre
esos mecanismos incluyen la inhibicién de las enzimas
procoagulantes, los procesos fibrinoliticos y la depuracion
hepética de los factores de la coagulacién activados. Los
anticoagulantes naturales son antitrombina Ill, proteina
C, proteina Sy el TFPL.°

La antitrombina Il inhibe la accién de las proteasas
como el factor Xa, IXa, Xla, Xlla' y en menor proporcién
a la trombina. Las proteinas C y S inhiben las funciones
del factor Vllla y Va. Estas proteinas son dependientes de
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Figura 2; Hemostasia y factores asociados con tendencia trombdtica
en el modelo patogénico multicausal de trombosis.

Modificado de: Rubio-Jurado B, Salazar-Paramo M, Medrano-Muiloz F,
Gonzélez-Ojeda A, Nava A. Trombofilia, autoinmunidad y tromboprofilaxis
perioperatoria. Cir Cir. 2007; 75 (4): 313-321.

la vitamina K'y son activadas por la trombina. Por Gltimo,
el TFPI, inhibe la accion del factor tisular.’?

El sistema fibrinolitico

La fibrindlisis esta regulada por factores, inhibidores y
receptores.? El sistema de la fibrindlisis es una cascada
enzimadtica de activadores e inhibidores que regula la
conversion de plasminégeno en plasmina. La funcién
principal de la plasmina consiste en digerir proteoliti-
camente a la fibrina y de este modo limitar la extension
de los trombos e incluso degradar los ya existentes. El
proceso de fibrindlisis estd constituido ademas de la
plasmina, por su precursor el plasminégeno, activado-
res del plasminégeno e inhibidores de la actividad del
plasminégeno (PAI-1, la antiplasmina a2 y el TAFI). Los
activadores del plasminégeno son liberados en respuesta
ala trombinay en las circunstancias que generan estasis
venosa.®

Los elementos que intervienen en el mecanismo de
la fibrindlisis se dividen en:

* Activadores, como el activador tisular del plasminége-
no (t-PA), el activador del plasmindgeno tipo uroqui-
nasa (u-PA) y receptor del activador tipo uroquinasa
(UPAR o CD87).

* Inhibidores, como el inhibidor del activador del
plasminégeno (PAl), inhibidores de la plasmina (a
2-antiplasmina).

* Unincremento en la actividad del sistema de fibriné-
lisis favorece la aparicion de trastornos hemorrégicos,
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mientras que el defecto de la actividad fibrinolitico
puede predisponer a la trombosis.

Productos de degradacion de la fibrina

La medicion de las concentraciones de los productos
resultantes de los procesos de coagulacion y de fibrindlisis
nos permite evaluar el equilibrio hemostético. A través
de los afios se ha intentado encontrar alguna prueba de
laboratorio que pueda proporcionar informacién acerca
de estos procesos. La prueba del dimero-D (DD) ha de-
mostrado su destacado papel en estas circunstancias.’'?

Posterior a la activacién de la coagulacién, el sistema
se autorregula mediante el sistema fibrinolitico con sus
elementos de activacion e inhibicion, generando los
productos de degradacion de la fibrina, el estudio de
estos elementos permite el monitoreo de la activacion
de la coagulacion.

TROMBOFILIA

El término trombosis hace referencia al proceso por el
cual se forman los trombos o en el que existe la presencia
de coégulos en la vasculatura, ya sea venosa o arterial. La
causa por la cual se desencadena la trombosis no siempre
es clara, y es una de las principales causas de mortalidad
en el mundo. La fisiopatogenia de la trombosis se con-
sidera multifactorial, en la Figura 2 se esquematiza esta
condicién.™ La trombosis se estudia desde tres factores
interrelacionados: 1) anormalidades en la pared vascular,
2) anormalidades en el flujo sanguineo y, 3) anormalidades
en los componentes de la sangre, esto es conocido en
conjunto como la triada de Virchow. Sus secuelas incluyen
isquemia, edema y embolizacion.’1>

El tromboembolismo venoso es una enfermedad
que incluye dos etapas, la trombosis venosa profunda
y la tromboembolia pulmonar, las cuales comparten
el mismo mecanismo patogénico, factores desencade-
nantes, profilaxis y tratamiento, pero que se comportan
de forma diferente debido a la ubicacién en las que se
desarrollan.™®

Se reportan diferentes frecuencias segin las areas
geogréficas analizadas, a pesar de eso, existen multiples
factores que influyen en la mayor parte de la poblacion,
de esta forma, se puede decir que se trata de un problema
global con diferentes particularidades.'® La prevalencia,
la morbilidad, la mortalidad y los factores asociados con
tromboembolismo venoso es mayor en pacientes con
cancer. La incidencia del cancer asociado a tromboem-
bolismo venoso se presenta en ocho pacientes por cada
1,000 pacientes al afio.” La trombofilia es una entidad
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en la que se identifican factores predisponentes a trom-
boembolismo. Puede ser hereditaria o adquirida.’®

La trombofilia hereditaria. Se refiere a la presencia
de factores genéticos que generan ganancias o pérdida
de actividad de algunos elementos relacionados a la
coagulacion. Deficiencia de los anticoagulantes naturales
(antitrombina Ill, proteina C, proteina S). Generan ganan-
cia en la actividad procoagulante las mutaciones como
el factor V (factor V de Leiden) y mutaciéon G20210A de
la protrombina, y condiciona un estado de hipercoagu-
labilidad.™

Trombofilia adquirida. Se refiere a la presencia de
factores adquiridos reconocidos que representan mayor
riesgo tromboembdlico o condiciones clinicas recono-
cidas como estados protrombéticos (Figura 3).'% El més
destacado es el sindrome antifosfolipidos, ademas de
edad, tabaquismo, embarazo, puerperio, obesidad, cén-
cer, procedimientos quirtrgicos, enfermedades crénico
degenerativas, sepsis, trombocitopenia inducida por
la warfarina y la heparina, policitemia vera, sindrome
nefrético, vasculitis, terapia con anticonceptivos orales,
entre otros.20

Existen multiples complicaciones que son generadas
por la trombosis, entre las cuales se destaca el embolismo
que afecta el pronéstico del paciente. La descripcién de
la asociacién entre el cancer y la trombosis se establece
desde el siglo XIX por Bouillaud y por Armand Trousseau.
En la actualidad, se considera que los pacientes con algin
céncer tienen mayor riesgo de presentar un evento trom-

Hiperlipidemia
Diabetes mellitus
Homocistinuria
Hiperviscosidad
Céancer

.

Figura 3:

Estados protrombéticos adquiridos.
Modificado de: Rubio-Jurado B,
Salazar-Paramo M, Medrano-Muiioz F, Sindrome mieloproliferativo
Gonzalez-Ojeda A, Nava A. Trombofi- Sindrome antifosfolipido
lia, autoinmunidad y tromboprofilaxis LES
perioperatoria. Cir Cir. 2007; 75 (4): Sindrome metabdlico
313-321.

Sindrome nefrético
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boembélico,?! un riesgo adicional es la hospitalizacion,
procedimientos quirdrgicos y la quimioterapia. Los niveles
de DD aumentados observados en la enfermedad trom-
boembdlica venosa (ETV) son un indicador reconocido en
los pacientes con cancer y se utilizan de manera habitual
para escrutinio en estos pacientes.?? Otros biomarca-
dores que se encuentran asociados con la presencia de
ETV son los biomarcadores que reflejan la activacién de
la coagulacién y el aumento del potencial inflamatorio
como la elevacién de PCR, leucocitosis y trombocitosis.
La coagulacién, la inflamacion y la fibrindlisis estan es-
trechamente relacionadas.??

BIOMARCADOR DE ACTIVACION
DE LA COAGULACION

Alrededor de 2-3% del fibrindgeno se convierte en fibrina
en un estado fisiolégico normal y su degradacién puede
explicar la deteccion de DD en suero de sujetos sanos (<
500 pg/mL), su eliminacién se lleva acabo principalmente
por metabolismo renal y el sistema reticulo endotelial, la
vida media del DD en la circulacién es de ocho horas.!

La prueba de dimero-D como escrutinio
de tromboembolismo venoso

La prueba de DD es una de las pruebas de coagulacion
que mads solicitan los médicos especialistas.” Por esta
razon, es importante conocer las indicaciones precisas y

Trombocitopenia inducida por heparina
Purpura trombocitopénica trombética
Hemoglobinuria paroxistica nocturna

~

Estados
protrombéticos
adquiridos
Edad
Embarazo Obesidad
Puerperio TX hormonal
Postoperatorio Anticonceptivos
Inmovilizacion Insuficiencia cardiaca
Obesidad Insuficiencia venosa
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Tabla 1: Caracteristicas y utilidad en practica clinica de la prueba de dimero-D.

Valor predictivo negativo para el diagnostico de tromboembolismo venoso:
* Permite monitoreo de la duracion de la terapia con anticoagulantes en pacientes con tromboembolismo venoso

+ Diagnostico y manejo de la coagulacion intravascular diseminada

+ Descartar diagndstico de la diseccion aortica aguda
Valor predictivo positivo y sensibilidad

* Prediccion y seguimiento de las complicaciones tromboéticas en pacientes con infecciones graves o sepsis

+ Deteccion del riesgo trombotico en pacientes con tumor maligno, el uso de quimioterapia y de factores de crecimiento
+ Sospecha de trombo intracardiaco en pacientes con aneurisma del ventriculo izquierdo

* Prediccion de accidente cerebrovascular recurrente en pacientes con ictus cardioembolico

* Pronostico en enfermedad arterial periférica

Modificado de: Thachil J, Lippi G, Favaloro EJ. D-dimer testing: laboratory aspects and current issues. Methods Mol Biol. 2017; 1646: 91-104.

limitaciones de la prueba, ya que mdltiples padecimientos
pueden generar una elevacién de las concentraciones
de DD.™

Cerca de 30 métodos pueden realizarse para la
deteccion de DD, principalmente por ensayos de anti-
cuerpos inmunes, en ensayos inmunoabsorbentes ligados
a enzimas (ELISA) y también por métodos de inmunoa-
glutinacion.?

El aumento en las concentraciones de DD se ob-
serva en distintas condiciones clinicas que cursan con
trombosis y fibrindlisis, por ejemplo, el embarazo,
traumatismos, neoplasias, sepsis, entre otras.?324 E|
DD es un biomarcador de escrutinio diagnéstico (para
tromboembolismo venoso), monitor de tiempo 6ptimo
de anticoagulacién y de la evoluciéon de coagulacion
intravascular diseminada.?>:2 Recientemente se le han
atribuido otras aplicaciones a la prueba de DD, las
cuales se muestran en la Tabla 1.1%” En pacientes con
baja sospecha de tromboembolismo venoso y prueba
de DD negativa se puede descartar el diagnéstico de
ETV.28 Durante el monitoreo de pacientes con ante-
cedente de ETV y suspension de la anticoagulacion
que presentan una elevacién de la prueba de DD, la
recurrencia de ETV es de 8.9% versus 3.5% en aquéllos
con prueba de DD normal.?? La Sociedad Internacional
de Trombosis y Hemostasia incluye la prueba de DD en
el algoritmo diagnéstico de la coagulacién intravascular
diseminada.’

CONCLUSIONES
La hemostasia es el mecanismo que mantiene en

equilibrio la coagulacién y la fibrindlisis para la repa-
racion del dafio vascular. El proceso de la hemostasia

primaria corresponde a la activaciéon plaquetaria y la
hemostasia secundaria corresponde a la activacién
de los factores de la coagulacién. La activacion de la
coagulacion se genera por una via intrinseca y una via
extrinseca. El modelo celular de la coagulacion esta-
blece la importancia de la participacion de plaquetas,
endotelio y monocitos. La trombofilia es la condicién
que determina la tendencia trombética, y puede ser
hereditaria o adquirida. El biomarcador mds importante
de uso clinico en el escrutinio de la activacién de la
coagulacion es el dimero-D.
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In memoriam

Dr. Alejandro Ruiz-Argiielles

Pérez Jauregui José C

En Orihuela, su pueblo y el mio, se me
K« ha muerto como de rayo Ramoén Sijé, a
quién tanto querfax. Asf inician los dulces versos
que el poeta Miguel Hernandez escribié a su
amigo con motivo de su fallecimiento.

El Dr. Alejandro Ruiz-Argtielles nacié en la
ciudad de Puebla, Puebla, el 25 de septiembre
de 1952. Falleci6 a la edad de 66 anos, en la
misma ciudad el 25 de julio de 2019.

Obtuvo el titulo de médico cirujano de
la Universidad Auténoma de San Luis Potosf
en 1976 para después continuar sus estudios
de postgrado en el Instituto Nacional de la
Nutricién Salvador Zubiran (1976-1980) y
en la Clinica Mayo en Rochester Minnesota
(1980-1982).

Regresé a México para incorporarse a
los Laboratorios Clinicos de Puebla, que en
1950 habfa fundado su padre, el maestro Don
Guillermo Ruiz Reyes, donde trabajé el resto
de su vida profesional, primero como jefe
del Departamento de Inmunologfa y después
como director general, contribuyendo con su
actuar cotidiano al florecimiento de la enorme
reputacion que tiene dicha institucion, donde la
asistencia, la docencia y la investigacién forman
parte de la vida diaria.

Desde muy temprano en su etapa de estu-
diante el Dr. Ruiz-Argtielles inici6 su prolifica
produccién cientifica. Publicé 177 articulos en
revistas cientificas, 13 cartas al editor, 50 capi-
tulos en libros y tres libros. Su trabajo ha sido
citado en la literatura internacional 4,375 veces
hasta ahora, siendo uno de los 20 cientificos
biomédicos mexicanos més citados. Destacan
sus trabajos sobre la penetracién de autoan-
ticuerpos en las células vivas llevados a cabo
con su maestro el Dr. Donato Alarcén-Segovia
(QEPD) y el Dr. Luis Llorente. Fue pionero y
lider de opinién de la citometria de flujo en

nuestro pafs y organizé la primera y segunda
Conferencias Latinoamericanas de Consenso
para la Inmunotipificacién de Leucemias.

En 1988 ingreso al Sistema Nacional de In-
vestigadores y a partir de 2004 fue SNI nivel I11.

Fue miembro de la Academia Nacional
de Medicina, de la Academia Mexicana de
Ciencias, Sociedad Mexicana de Inmunologia,
Asociacién Americana de Quimica Clinicay de
la Federacién Internacional de Quimica Clinica,
entre muchas mas.

El Dr. Alejandro Ruiz-Argtielles nos ha
dejado un gran legado cientifico para la pos-
teridad y su obra permanecera viva y latente
por muchos afios.

Pero esto es apenas una de las facetas de
Alejandro Ruiz. Hoy tenemos el privilegio de
recordar y reconocer al cientifico, al maestro,
al ser humano y al amigo.

Conoci al Dr. Alejandro, como muchos le
hemos llamado siempre, en el afno de 1992,
cuando me entrevisté como postulante para
hacer mi entrenamiento como patélogo clinico
en los Laboratorios Ruiz.

Después de un riguroso proceso de exame-
nesy entrevistas fui aceptado, y ese simple acto
que parece banal, la marca de esa palomita,
cambié mi vida radicalmente. Y fue entonces
que empecé a conocer a Alejandro el maestro.

Fue un maestro riguroso, apasionado por
ensefiar y ensefar bien. Buscaba la excelencia.
No regalaba peces, nos ensefiaba a pescar. Un
erudito en la inmunologia y en las ciencias
del laboratorio. Un pensador punzante que
nos alentaba a reflexionar, a cuestionarnos, a
hacernos preguntas y a buscar las respuestas.

Fue profesor de la Universidad Popular
Auténoma del Estado de Puebla y de la Uni-
versidad de las Américas. Formé innumerables
alumnos de muchas partes del mundo. Hoy
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suman mds de 200 el nimero de exalumnos de los La-
boratorios Ruiz, que hoy trabajan o dirigen importantes
laboratorios en instituciones publicas y privadas del pafs.

Dirigi6 14 tesis de licenciatura, 12 de maestria, seis
de especialidad y dos de doctorado.

Divulgé el conocimiento por todo el mundo dictando
conferencias por invitacién en Alemania, Austria, Hungria,
Suiza, Italia, Israel, Estados Unidos, Canada, Espana, Cuba,
Brasil, Colombia, Chile, Japén y México, entre otros. Dicen
de manera acertada que un profesor trabaja para la eterni-
dad, pues nunca se sabe hasta donde llegara su influencia.

Recuerdo claramente la ocasién en la que unos meses
después de haber terminado mi formacién en la Clinica
Ruiz, me visité en el Instituto Nacional de la Nutricion
Salvador Zubiran, donde yo trabajaba como jefe del
laboratorio, y me dijo: Ha llegado el momento en que
debes dejar de hablarme de «usted». Quiero pedirte por
favor que me hables de «ti».

Ahf mismo inicié mi historia con Alejandro el amigo.

Poco a poco y con el paso del tiempo nuestra amistad
se fue haciendo més sélida y aun en la distancia, pues vi-
viamos en ciudades diferentes, la amistad fue madurando
y sin darnos apenas cuenta, se fue haciendo afeja. Debo
mucho a Alejandro. Siempre creyé en mi. Me regalé sus
ensefanzas, las cuales atesoro como algo invaluable, pero
sobre todo me privilegié con su amistad y carifio durante
29 largos anos, los cuales me han dejado la huella que im-
prime la presencia de los hombres buenos. Alejandro ha
sido mi principal mentor, no sélo en las ciencias médicas,
sino en las de la vida, en lo cotidiano y en lo espiritual.

Los dltimos tres afios de su vida, y por azares del
destino, tuve la enorme fortuna de estar muy cercano a
él y trabajar juntos. Ese inapreciable tiempo que la vida
me brindé me dio la oportunidad de reencontrarme con
un Alejandro més maduro, més sabio, mas feliz y en paz
con la vida.

Fue mi confidente y yo el suyo, en muchas cosas que
quedan ahora guardadas en mi memoria. En los momen-
tos mas oscuros de mi vida, el amigo estuvo siempre ahf
para brindarme consuelo.

A través suyo conoci a sus hijos, Maty, Alejandro y
Pablo, y constaté el profundo amor que sentia por ellos.

Fue un hijo amoroso como el que més, hermano ge-
neroso y tio predilecto. Siempre vivié rodeado del carino
de su familia y de sus amigos.

Los que le conocimos, hemos podido sentir o ser
testigos de las innumerables muestras de carifo y cons-
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ternacién por su partida prematura. Y aunque vamos a
extrafar su presencia fisica, nos queda el consuelo de
saber que nunca se van del alma quienes hicieron magia
en nuestras vidas.

Cato disfruté plenamente de la vida. Era amante del
buen comery de la buena charla. Divertido y agudo, con
cierta dosis de sarcasmo fino. Fue reflexivo y profundo,
y al mismo tiempo tenfa un gran espiritu aventurero.
Disfrutaba pintar y sobre todo pasear en su motocicleta.

Alejandro recibié innumerables premios y distincio-
nes a lo largo de su vida. La Agrupacién Mexicana para
el Estudio de la Hematologia (en ocho ocasiones), el
Cobierno del Estado de Puebla, la Academia Nacional
de Medicina, la Sociedad Mexicana de Reumatologia
y la Universidad Nacional Auténoma de México, entre
otros, lo premiaron.

Al respecto, Alejandro siempre me decia que a las
personas que quieres y admiras, mas que con homenajes,
se les debe honrar todos los dias con nuestro actuar habi-
tual. He tenido la fortuna de hacer cuatro semblanzas en
homenajes al maestro Guillermo Ruiz-Reyes, su padre, y
una més para Memo su hermano. Paradéjicamente, nunca
pude hacer una en vida para mi maestro, y sin embargo,
intentaré honrarlo toda mi vida con mi quehacer diario.

A sus hijos, a su padre, hermanos y sobrinos, mi mas
sentido pésame por la pérdida irreparable de Cato. José
Marti dijo que «La muerte no es verdad, cuando se ha
cumplido bien la obra de la vida.

Sus amigos, sus alumnos, la familia de la Clinica Ruiz,
la Patologfa Clinica y la comunidad cientifica lo vamos a
extrafar. Nos deja un enorme vacio.

Las almas grandes como Alejandro no desaparecen,
dejan huellas eternas, echan fuertes raices, multiplican
sus semillas. La muerte no llega con la partida final, lle-
ga con el olvido, y Cato se ha ido, pero permanece en
nosotros. Nuestro maestro y amigo se ha ido pero nunca
lo olvidaremos.

Quiero terminar citando los Gltimos versos de la elegia
que escribié Miguel Hernandez a su amigo:

A las aladas almas de las rosas

del almendro de nata te requiero

que tenemos que hablar de muchas cosas
companero del alma, companero

Descansa en paz querido maestro.
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Instrucciones para los autores

La Revista Mexicana de Patologia Clinica y Medicina de Laboratorio es el 6rgano
oficial de difusién de la Federacion Mexicana de Patologia Clinica (FEMPAC) y de la
Asociacion Latinoamericana de Patologia Clinica/Medicina de Laboratorio (ALAPAC/
ML). La revista publica articulos originales, casos clinicos, temas de revisién, informe
de casos clinicos, notas de historia, editoriales por invitacién, cartas al editor y no-
ticias varias de la FEMPAC y la ALAPAC/ML. Para su aceptacién, todos los articulos
son analizados inicialmente al menos por dos revisores y finalmente ratificados por
el Comité Editorial.

La Revista Mexicana de Patologia Clinica y Medicina de Laboratorio acepta,
en términos generales, las indicaciones establecidas por el International Committe of
Medical Journal Editors (ICMJE). La versién actualizada de las Recommendations for the
Conduct, Reporting, Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical Journals se en-
cuentra disponible en www.icmje.org. Una traduccién al espafiol de esta versién de las
Recomendaciones para la preparacién, presentacién, edicién y publicacién de trabajos
académicos en revistas médicas se encuentra disponible en: www.medigraphic.com/
requisitos

El envio del manuscrito implica que éste es un trabajo que no ha sido publicado (ex-
cepto en forma de resumen) y que no sera enviado a ninguna otra revista. Los articulos
aceptados seran propiedad de la Revista Mexicana de Patologia Clinica y Medicina
de Laboratorio y no podran ser publicados (ni completos, ni parcialmente) en ninguna
otra parte sin consentimiento escrito del editor. El autor principal debe guardar una copia
completa del manuscrito original.

Los articulos deberan enviarse al editor de la Revista Mexicana de Patologia Clinica
y Medicina de Laboratorio, a la direccién electrénica: alberto.zamora@medigraphic.com

Los requisitos se muestran a continuacién en la lista de verificaciéon. El formato se en-
cuentra disponible en www.medigraphic.com/patologiaclinica/instrucciones (PDF).
Los autores deberan descargarla e ir marcando cada apartado una vez que éste haya sido
cubierto durante la preparacién del material para publicacién.

La lista de verificacion en formato PDF debera enviarse junto con el manuscrito, tam-
bién debera adjuntar la forma de transferencia de derechos de autor. Los manuscritos
inadecuadamente preparados o que no sean acompanados de la lista de verificacién seran
rechazados sin ser sometidos a revision.

ASPECTOS GENERALES [ ] El texto debe presentarse como sigue: |) pagina

[l Losarticulos deben enviarse en formato electrénico. del titulo, 2) resumen y palabras clave [en espafol

O

Los autores deben contar con una copia para su
referencia.

El manuscrito debe escribirse con tipo arial tamafo
12 puntos, a doble espacio, en formato tamano carta,
con margenes de 2.5 cm en cada lado. La cuartilla
estandar consiste en 30 renglones, de 60 caracteres
cada reglén (1,800 caracteres por cuartilla). Las pa-
labras en otro idioma deberan presentarse en letra
italica (cursiva).

e inglés], 3) introduccién, 4) material y métodos,
5) resultados, 6) discusion, 7) agradecimientos, 8)
referencias, 9) apéndices, 10) texto de las tablas,
I'l) pies de figura. Cada seccidn se iniciara en hoja
diferente. El formato puede ser modificado en ar-
ticulos de revisidn y casos clinicos, si se considera
necesario.

Numeracién consecutiva de cada una de las paginas,
comenzar por la pagina del titulo.
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[ ] Anote el nombre, direccién y teléfono de tres pro-
bables revisores, que no pertenezcan a su grupo de
trabajo, a los que se les puede enviar su articulo para
ser analizado.

TEXTO
Pagina de titulo

] Incluye:

I) Titulo en espaiol e inglés, de un maximo de
I5 palabras y titulo corto de no mas de 40
caracteres,

2) Nombre(s) de los autores en el orden en que
se publicaran, si se anotan los apellidos paterno
y materno pueden aparecer enlazados con un
guién corto,

3) Créditos de cada uno de los autores,

4) Institucion(es) donde se realizé el trabajo y

5) Direccién para correspondencia: domicilio com-
pleto, teléfono, fax y direccién electrénica del
autor responsable.

Resumen

[] En espanol e inglés, con extension maxima de 200
palabras.

[] Estructurado conforme al orden de informacién en
el texto:

1) Introduccién,

2) Objetivos,

3) Material y métodos,
4) Resultados y

5) Conclusiones.

[] Evite el uso de abreviaturas, pero si fuera indis-
pensable su empleo, debera especificarse lo que
significan la primera vez que se citen. Los simbo-
los y abreviaturas de unidades de medidas de uso
internacional no requieren especificacién de su
significado.

[] Palabras clave en espanol e inglés, sin abreviaturas;
minimo tres y maximo seis.

Texto

[] Manuscrito que no exceda de 10 paginas, dividido en
subtitulos que faciliten la lectura.

[] Deben omitirse los nombres, iniciales o nimeros de
expedientes de los pacientes estudiados.

[] Se aceptan las abreviaturas, pero deben estar
precedidas de lo que significan la primera vez
que se citen y las de unidades de medidas de uso
internacional a las que esta sujeto el gobierno
mexicano.

[] Los farmacos, drogas y sustancias quimicas deben
denominarse por su nombre genérico, la posologia

0
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y vias de administracién se indicaran conforme a la
nomenclatura internacional.

Al final de la seccién de material y métodos se deben
describir los métodos estadisticos utilizados.

Reconocimientos

O

Los agradecimientos y detalles sobre apoyos,
farmaco(s) y equipo(s) proporcionado(s) deben
citarse antes de las referencias. Enviar permiso por
escrito de las personas que seran citadas por su
nombre.

Referencias

0

O

O

Se identifican en el texto con niimeros arabigos y en
orden progresivo de acuerdo a la secuencia en que
aparecen en el texto.

Las referencias que se citan solamente en los
cuadros o pies de figura deberan ser numeradas
de acuerdo con la secuencia en que aparezca, por
primera vez, la identificacién del cuadro o figura en
el texto.

Las comunicaciones personales y datos no publicados,
seran citados sin numerar a pie de pagina.

El titulo de las revistas periddicas debe ser abreviado
de acuerdo al Catdlogo de la National Librery of Me-
dicine (NLM): disponible en: http://www.ncbi.nim.
nih.gov/nimcatalog/journals (accesado 4/Mar/13).
Se debe contar con informacién completa de cada
referencia, que incluye: titulo del articulo, titulo de
la revista abreviado, afno, volumen y paginas inicial y
final. Cuando se trate de mas de seis autores, deben
enlistarse los seis primeros y agregar la abreviatura
et al. Ejemplos:

Articulo de publicaciones periédicas:

Diaz PP, Olay FG, Hernandez GR, Cervantes-
Villagrana RD, Presno-Bernal |M, Alcantara
GLE. Determinacién de los intervalos de re-
ferencia de biometria hematica en poblacion
mexicana. Rev Latinoamer Patol Clin 2012; 59
(4): 243-250.

Libros, anotar edicién cuando no sea la primera:

Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller
MA. Medical microbiology. 4th ed. St. Louis:
Mosby; 2002.

Capitulo de libro:

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromo-
some alterations in human solid tumors. In:
Vogelstein B, Kinzler KW, editors. The genetic
basis of human cancer. New York: McGraw-Hill;
2002. p. 93-113.
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Para mas ejemplos de formatos de las referencias,
los autores deben consultar: http://www.nlm.nih.gov/
bsd/uniform_requirements.html

Cuadros

L]
L]

(]

(]

No tiene.

Si tiene.

Ndmero (con letra):
La informacién que contienen no se repite en el texto
o en las figuras. Como méaximo se aceptan 50 por
ciento mas uno del total de hojas del texto.

Estan encabezados por el titulo y marcados en forma
progresiva con nimeros romanos de acuerdo con su
aparicién en el texto.

El titulo de cada cuadro por si solo explica su conte-
nido y permite correlacionarlo con el texto acotado.

Figuras

0
0

O

No tiene.

Si tiene.

Ndmero (con letra):
Se consideran como tales las fotografias, dibujos, gra-
ficas y esquemas. Los dibujos deberan ser disefiados
por profesionales. Como maximo se aceptan 50 por
ciento mas una del total de hojas del texto.

La informacién que contienen no se repite en el texto
o en las tablas.

Se identifican en forma progresiva con nimeros
arabigos de acuerdo con el orden de aparicién en el
texto, recordar que la numeracién progresiva incluye
las fotografias, dibujos, graficas y esquemas. Los titulos
y explicaciones se presentan por separado.

Las imagenes salen en blanco y negro en la versién
impresa de la revista. Sin embargo, si las imagenes
enviadas son en color, apareceran asi (en color) en la
version electrénica de internet. Si el autor desea que
también se publiquen en color en la versién impresa,
debera pagar lo correspondiente de acuerdo con la
casa editorial.

Fotografias

0
U

O

No tiene.

Si tiene.

Numero (con letra):
en color:

Seran de excelente calidad, blanco y negro o en color.
Las imagenes deberan estar en formato |PG (JPEG),
sin compresién y en resolucién mayor o igual a 300
ppp. Las dimensiones deben ser al menos las de
tamano postal (12.5 x 8.5 cm), (5.0 x 3.35 pulgadas).
deberan evitarse los contrastes excesivos.

Las fotografias en las que aparecen pacientes iden-
tificables deberan acompanarse de permiso escrito
para publicacién otorgado por el paciente. De no ser
posible contar con este permiso, una parte del rostro
de los pacientes debera ser tapado sobre la fotografia.
Cada una estara numerada de acuerdo con el nimero
que se le asignd en el texto del articulo.

Pies de figura

0
U

O

No tiene.

Si tiene.

Numero (con letra):
Estan sehalados con los nimeros arabigos que, con-
forme a la secuencia global, les corresponde.

Aspectos éticos

0

Los procedimientos en humanos deben ajustarse
a los principios establecidos en la Declaracion de
Helsinski de la Asociacién Médica Mundial (AMM) y
con lo establecido en la Ley General de Salud (Titulo
Quinto) de México, asi como con las normas del
Comité Cientifico y de Etica de la institucién donde
se efectud.

Los experimentos en animales se ajustan a las normas
del National Research Council y a las de la institucion
donde se realizé.

Cualquier otra situacion que se considere de interés
debe notificarse por escrito a los editores.
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Transferencia de Derechos de Autor

Titulo del articulo:

Autor (es):

Los autores certifican que el articulo arriba mencionado es trabajo original y que no ha sido previamente publi-
cado. También manifiestan que, en caso de ser aceptado para publicacion en la Revista Mexicana de Patologia
Clinica y Medicina de Laboratorio, los derechos de autor seran propiedad de esta revista.

Nombre y firma de todos los autores

Lugar y fecha:
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