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Resumen

Introduccion: la leucemia aguda es el cancer mas frecuente en la infancia. Las
manifestaciones clinicas son sistémicas y la infiltracion al sistema nervioso central
es infrecuente e impacta su tratamiento y prondstico. Se han implementado
diferentes técnicas como citometria de flujo (CMF) y citometria covencional (CC)
para mejorar la eficiencia en el diagnostico de blastos en el liquido cefalorraquideo
(LCR). Métodos: estudio retrospectivo de concordancia entre la CMF y CC para
determinar la presencia de blastos en el LCR en pacientes pediatricos con diagndstico
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de leucemia aguda. Resultados: se analizaron
111 muestras de 34 pacientes, de los cuales solo
6 eran de bajo riesgo (17,6 %). De las 111 mues-
tras, solo en 37 se reportaron empleando CC y
CMF. La concordancia entre las dos técnicas fue
satisfactoria cuando las dos pruebas eran negati-
vas kappa (0,80 a 0,96). Conclusiones: el diag-
nostico de infiltracion al sistema nervioso central
se debe optimizar, y en la actualidad contamos
con dos técnicas de caracteristicas operativas di-
ferentes. A pesar de que la CMF se reporta como
un método mas sensible, tiene mayores costos
y con el trabajo solo se demuestra buena con-
cordancia con la CC cuando es negativa; por lo
anterior, se requieren mas estudios para determi-
nar si se debe cambiar a la citologia que en la
actualidad es el patron de referencia.

Palabras clave: citologia, citometria, leucemia,
sistema nervioso central.

Title: Concordance Study between Con-
ventional Cytology and Flow Cytometry
for Identifying Neoplastic Infiltration of
the Cerebrospinal Fluid in Patients with
Acute Leukemia

Abstract

Introduction: Acute leukemia is the most com-
mon childhood cancer. The clinical manifes-
tations are systemic and infiltration to central
nervous system is uncommon and impact on the
treatment and prognosis. It has been implemen-
ted different techniques as CMF and CC, in order
to improve efficiency in diagnosing CSF blasts.
Methods: Retrospective study of agreement bet-
ween the CPM and CC to determine the presence
of blasts in the CSF in pediatric patients with a
diagnosis of acute leukemia. Results: 111 sam-
ples from 34 patients, of whom only 6 were low
risk (17.6%) were analyzed. Of the 111 samples
found, only 37 concurrent CC and CPM report.
The agreement between the 2 techniques was
satisfactory when the 2 tests were negative ka-
ppa (0.80 to 0.96). Conclusions: The diagnosis

of CNS infiltration should be optimized; and to-
day we have 2 techniques of different operating
characteristics. Although the CPM is reported
as a more sensitive method has higher costs and
work only good agreement was shown by the CC
when it is negative, the above further studies are
needed to determine whether should switch to
the cytology is currently the gold standard.

Key words: cytology, cytometry, leukemia, cen-
tral nervous system.

Introduccion

La leucemia aguda es un trastorno linfo-
proliferativo clonal que afecta la médu-
la 6sea. Es también la neoplasia infantil
mas frecuente y representa el 30% de
todos los tumores malignos de la infan-
cia en menores de 15 afios de edad. La
leucemia linfoblastica aguda es cinco
veces mas comun que la leucemia mie-
loide aguda [1-5].

La leucemia aguda se caracteriza
por ser una proliferacion de células tu-
morales, fundamentalmente blastos,
que reemplazan las células normales en
organos y tejidos con las consecuentes
manifestaciones por fallo medular e in-
filtracion extramedular [5,6]. La impli-
cacion leucémica del sistema nervioso
central en el momento del diagnostico es
un hallazgo poco comun, que ocurre en
menos del 5% de los pacientes [7,8]; se
asocia con mal pronostico y requiere un
tratamiento especifico e intensivo [9].

En la actualidad, se reconoce que el
diagnostico precoz de infiltracion neo-
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plasica podria contribuir a mejorar su
evolucion y a realizar un mejor segui-
miento de los pacientes con riesgo de
recaida en el sistema nervioso central
[2]. Ante tal situacion, en los ultimos
afios, grupos expertos en citometria de
flujo (CMF) han demostrado la utilidad
de esta técnica en la identificacion y en
la cuantificacion de células tumorales en
el sistema nervioso central, en compa-
racion con metodologias poco sensibles
como la citologia convencional (CC),
que continua siendo la técnica de refe-
rencia. Estos estudios se han realizado
principalmente en muestras de liquido
cefalorraquideo (LCR) de pacientes con
linfomas agresivos y han demostrado la
elevada sensibilidad de la CMF respecto
de la CC, ya que puede identificar mi-
nimas poblaciones de células tumorales
(<0,1%) en LCR, con elevado valor pre-
dictivo positivo y negativo [2,3].

Se considera que la CMF es signifi-
cativamente superior, respecto de la CC,
en su capacidad de detectar enfermedad
leptomeningea en pacientes pediatricos
con leucemia linfoblastica aguda tipo B
en el momento del diagndstico o en la
recaida de la enfermedad, y esto puede
tener, ademas, una repercusion clinica en
términos de mayor incidencia de recaida,
lo que implicaria considerar un cambio
en la terapia propuesta [10].

En nuestra institucién se pueden to-
mar dos muestras de LCR y el servicio
de citometria las analiza empleando una
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metodologia estandarizada que asegu-
ra su calidad en las fases preanalitica y
analitica. En el momento de su obten-
cion, las muestras de LCR se preservan
con el estabilizante comercial validado
en clinica TransFix™; ademads, se usan
protocolos de marcaje en combinacio-
nes de 6-8 fluorescencias, recomendados
recientemente por el Consorcio Europeo
Euroflow y por otros grupos expertos en
citometria [2,11,12]. El analisis por CC
se lleva a cabo en el servicio de patologia
de la institucion.

Dado que la toma y el procesamien-
to de las muestras no esta estandarizado
en Colombia, la Asociacion Colom-
biana de Hematooncologia Pediatrica,
en la Guia para la atencion integral
de nifios con leucemia aguda (2013),
identifico la necesidad de investigar en
areas carentes de informacion, como lo
es evaluar la afectacion del sistema ner-
vioso central de las leucemias agudas,
mediante el estudio de la CMF, tenien-
do en cuenta que el método utilizado
con frecuencia es la CC.

En nuestra institucion consideramos
importante saber cual es la correlacion
entre estas dos pruebas diagnosticas,
pues como se menciona en la Guia na-
cional hay un vacio en el conocimiento
de este tema.

Materiales y métodos

Se trata de un estudio retrospectivo de
concordancia entre la CMF y la CC
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para determinar presencia de blastos
en el LCR de pacientes pediatricos con
diagnoéstico de leucemia aguda, mane-
jados en el Hospital Universitario San
Ignacio. Previa definicion operativa, se
realizo una base de datos con las varia-
bles de interés [13].

Se tomaron los datos de los reportes
definitivos de citologia, que define infiltra-
cion segtin la clasificacion de los hallazgos
del fluido cerebroespinal [14]; entre tanto,
los datos de reportes de citometria se ba-
saron en la definicion operativa institucio-
nal, donde la presencia de cualquier blasto
se considera infiltracion positiva.

Se realizdé una busqueda manual de
informacién en las historias clinicas de
todos los pacientes de 1 a 18 afios de
edad con diagnoéstico de leucemia agu-
da que ingresaron al Centro Javeriano de
Oncologia-Hospital Universitario San
Ignacio desde el 1 de enero de 2012 has-
tael 1 de marzo de 2014. Se revisaron to-
das las historias clinicas de los pacientes
que recibieron manejo y a los quienes se
les realizaron estudios de LCR al inicio,
durante el tratamiento y al final.

Dos investigadores analizaron la in-
formacion, quienes depuraron los datos
recabados en la plantilla, con el fin mi-
nimizar los errores de transcripcion de la
historia clinica. Asi mismo, se describie-
ron frecuencias de las variables de inte-
rés y se analizé concordancia mediante
el calculo del valor de kappa.

En este estudio se considerd6 como
buena concordancia un valor de kappa
mayor o igual a 0,8; como no signifi-
cativa, los valores de kappa entre 0,6 y
0,8, y como mala concordancia valores
de kappa menores a 0,6. El analisis esta-
distico se realizé empleando el software
Stata 10.1.

Resultados

Se analizaron 111 muestras de 34 pacien-
tes con edades entre 1 y 18 afios. La edad
promedio fue de 14,1 afos (2-18 afios).
Respecto a la clasificacion por riesgo de
leucemia, no se encontro el dato en 9 pa-
cientes, y de los otros 25 pacientes, 6 ca-
sos eran de riesgo bajo, 8 pacientes eran de
riesgo alto y 11 presentaron recaida (3 en
el sistema nervioso central, 7 en la médula
oseay 1 mixta). La mayoria de los pacien-
tes no tenia alteracion genética al diagnos-
tico (70,6%), no habia dato o no se logro
crecimiento en el estudio citogenético en
8 pacientes (23,5%), y solo 2 tenian do-
cumentada alguna alteracion en el estudio
genético (5,9%) (tabla 1).

Respecto a los resultados obtenidos
en las 111 muestras analizadas, encon-
tramos los siguientes hallazgos:

* A la mayoria de las muestras, 110
de las 111 se les hizo al menos una
prueba (99,1 %).

* De las 111 muestras se report6 cito-
logia positiva en 6 casos; negativa,
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Tabla 1. Clasificacion de riesgo de la leucemia

Clasificacion por riesgo de la leucemia lzllcieg‘t‘(;s Porcentaje

Riesgo bajo 6 17,6
Riesgo alto 8 23,5
Recaida 11 32,4

Recaida en médula osea 7

Recaida a sistema nervioso central 3

Recaida mixta 1
Sin datos 9 26,5

Alteracion en estudio genético

Si 2 5,9
No 24 70,6
Sin dato 8 23,5

en 31 muestras, y no se encontrd
dato en 73 muestras.

*  Respecto a los datos obtenidos en las
muestras de CMF, se reportaron 16
muestras positivas, 93 muestras ne-
gativas y no se encontr6 reporte del
dato en un caso (tabla 2).

A efectos de determinar la concor-
dancia entre el estudio del LCR por CC
y CMEF, se calcul6 el valor de kappa.
Para esto se excluyeron 74 muestras,
dado que no se habia tomado citologia
y citometria de LCR de forma simulta-
nea en la misma muestra. El analisis de
las 37 muestras de LCR, en las cuales
encontramos datos de citometria y cito-
logia se muestra en la tabla 3.

Tabla 2. Resultados de la citologia convencional/citometria de flujo
en el total de muestras analizadas

Muestras de Porcentaje
LCR (n =111)
Citologia
Positiva 6 5,5
Negativa 31 28,2
Sin datos 73 66,4
Citometria
Positiva 16 14,5
Negativa 93 84,5
Sin datos 1 0,9
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Tabla 3. Resultados de la citologia convencional/citometria de flujo
con base a la concordancia (n = 37)

Citometria de LCR
Citologia de LCR Total
Positiva Negativa
Positiva 5 1 6 (16,2 %)
Negativa 6 25 31 (83,8%)
Total 11 (29,7%) 26 (70,3 %)

De las 11 muestras con citometria de
LCR positiva, 6 tenian citologia negati-
va (kappa=0,45) que evidenciaban mala
concordancia. Esto se puede asociar con
las caracteristicas operativas de la prue-
ba, pues es conocido que aun cuando
la citologia es el patrén de referencia
en la actualidad, la citometria tiene una
sensibilidad superior en la deteccion de
células neoplasicas de origen hematold-
gico [2,11,12]. Por el contrario, cuando
se realiza el analisis con las muestras de
citometria negativa y citologia negativa
o positiva los valores de kappa encontra-
dos estan entre 0,80 y 0,96, lo que mues-
tra buena concordancia.

Discusion

La mayoria de los nifios con leucemia
aguda de nuevo diagnostico se tratan con
protocolos de investigacion basados en
indicadores pronosticos de riesgo, a fin
de reducir la toxicidad para los pacientes
de bajo riesgo y ofrecer una terapia mas
agresiva en los de alto riesgo de recaida
[14]. En este estudio es llamativo el gran
porcentaje de pacientes sin clasificacion

de riesgo; sin embargo, el porcentaje de
alto riesgo (23,5%) y de los que recaen
(32,4%) fue similar a lo reportado en
la literatura. Aunque las tasas de cura-
cién se aproximan al 80% en muchos
estudios [15], sigue habiendo retos im-
portantes, sobre todo para los nifios con
indicadores prondsticos adversos, como
la presencia de anomalias cromosémicas
[16] que fueron identificadas en el 5,9 %
de nuestros pacientes, similar a lo repor-
tado en la literatura.

La implicacion leucémica al sistema
nervioso central es una manifestacion
extramedular poco frecuente y ocurre en
menos del 5% de los pacientes, y si bien
no hace parte de los factores de la clasifi-
cacion de riesgo, la presentacion al diag-
nostico le daun comportamiento diferente
a la enfermedad con la necesidad de una
terapia especifica para erradicar las célu-
las tumorales del LCR [1]. El diagnostico
de la leucemia al sistema nervioso central
requiere confirmacién citoldgica de los
blastos en LCR. Han demostrado ser mas
sensibles otras pruebas de utilidad diag-
nostica, como la citometria [2,3].
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En las muestras analizadas encontramos
que solo el 5,5% por CC y el 14,5 % por
CMF tenian afectacion del sistema ner-
vioso central, con una mala concordan-
cia en este escenario (kappa = 0,45).

A pesar de que distintos trabajos han
demostrado la utilidad de la CMF en
la identificacion y cuantificacion de cé-
lulas tumorales en el sistema nervioso
central, en comparaciéon con metodo-
logias poco sensibles como CC, esta
ultima técnica contintia siendo el patron
de referencia. La demostracion de infil-
tracion meningea por esta técnica puede
impactar en la incidencia de recaidas
en el sistema nervioso central [2,10].
Sin embargo, a pesar de la sensibili-
dad superior reportada para la CMF en
comparacion con la CC, aun no existe
un consenso sobre el uso exclusivo de
la CMF en la deteccion de enfermedad
leptomeningea o el uso combinado de la
CMF y la CC.

Conclusion

Aunque la mayoria de leucemias agu-
das no tienen afectacion de LCR, el
diagnostico se debe optimizar. Para esto
contamos en la actualidad con dos téc-
nicas (CC y CMF), con caracteristicas
operativas diferentes.

A pesar de que la CMF se reporta
como un método mas sensible, tiene
mayores costos y con el trabajo no se
demuestra buena concordancia con la
CC cuando es positiva; por lo anterior,
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se requieren mas estudios para determi-
nar si aunque se incrementen los costos
se debe cambiar a la citologia, que en
la actualidad es el patron de referencia.
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