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Resum

Introduccioé

El rendiment diagnostic dels leucocits marcats amb *™Tc¢ recau, en bona part,
en la qualitat del procediment de marcatge i d’obtencié de les imatges. Els
controls habitualment establerts no justifiquen, per si sols, la variabilitat dels
resultats obtinguts.

Objectiu

Verificar a la practica diaria, els components de la dosi, el seu marcatge i el seu
funcionalisme dins del pacient amb nous controls mitjancant metodologies a
'abast del centre, amb minima pérdua de la dosi i sense contravenir les
normatives en radioproteccio establertes ni perllongar I'estada del pacient.

Metodologia

Estudi prospectiu, observacional en 320 pacients (159 dones; edat 63,2 + 23,1
anys) amb malalties inflamatories i infeccioses diagnosticats mitjancant els
seus leucocits marcats amb *™Tc-HMPAO i que han configurat tres grups de
controls diferents. El primer grup (n=87) per a la determinacié de 'hemograma i
viabilitat cel-lular amb una nova aplicacio de la citometria de flux. EI grup II
(n=101) per verificar la distribucié del **"Tc entre els components de dosi per
separacié per gradients i al grup lll (n=132) localitzacié de la dosi als 0ssos,
vasos i parts toves per determinar el funcionalisme de la dosi administrada. Els
resultats s’han agrupat segons el resultat de la gammagrafia i per seguiment
clinic de 2 anys.

Resultats

No han existit diferéncies significatives per a la majoria de les variables
estudiades. En el Grup | es va evidenciar significacié en el rendiment del
marcatge (p=0,018), cel-lules totals (p=0,048) i plaquetes (p=0,035) entre les
variables estudiades agrupades segons la taxa de resultats verdaders/falsos.
Significatius, també en el tercer grup en la captacié dels ossos respecte a les
parts toves (p<0,001) quan les variables es van agrupar per estudi positiu o
negatiu. EI métode va ser poc fiable per diferenciar els neutrofils de les
hematies marcades. L’efectivitat clinica global va ser del 86,2%, amb un index
Kappa de 76%, 66,7% i 73 % per a cada grup.

Conclusions

Els controls establerts van permetre verificar la qualitat del procediment
establert per a la majoria de les variables i van permetre identificar les causes
de desviament metodologic en I'optima obtencid dels leucocits. Es va poder
objectivar, la biodistribucio “in vivo” de les cél-lules marcades com indicador de
gualitat, tot i que el metode no va aconseguir controlar de forma precisa la
contaminacioé de les hematies marcades en la dosi administrada.
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1. Introducci6

Els processos inflamatoris i infecciosos, originen una logica demanda
d’assistéencia per restaurar la salut del pacient. Aquest processos poden cursar de
forma rellevant i aguda o transcorrer de forma silent amb una simptomatologia
romanent de dolor i discapacitat funcional que origina reiterades consultes del
pacient al seu metge *.

Establir I'existéncia real de la malaltia i el seu diagnostic diferencial amb altres
simptomes similars, permet instaurar un tractament especific, efectiu i sense
demora per evitar-ne la seva extensié i/o esdevenir cronica 2. L’estratégia per
avaluar la situacié clinica del pacient, radica en establir I'etiologia causant i

evidenciar la localitzacié, extensié i grau d’activitat de la seva patologia 3.

Els recursos diagnostics a I'abast del clinic, per obtenir una informacio objectiva i
immediata, solen ésser els més emprats en aquesta finalitat i molt més aquells
gue siguin fiables, rapids i incruents pel malalt. Una de les exploracions més
sol-licitades a Medicina Nuclear, en aquesta tessitura, son els estudis diagnostics

amb leucocits marcats amb **"Tc-HMPAO “.

El tema central de I'estudi que es presenta es basa en la controversia de las
limitacions inherents de la prova diagnostica en la seva efectivitat diagnostica i
gue son atribuibles a un gran ventall de factors, des de la complexitat del
procediment del marcatge dels leucocits, a la seva deteccid, aixi com d’altres que

recauen en la propia evoluci6 clinica del pacient °.

Per abordar el tema, en primer lloc, es descriuen les eines més emprades en
establir el diagnostic de la malaltia per part del clinic, com introducci6 al paper
actual de la Medicina Nuclear en la utilitat diagnostica d’aquesta especialitat en
I'estudi de les patologies inflamatories i infeccioses i en concret la seva aplicacio
en les exploracions realitzades amb *°"Tc-HMPAO-leucocits, per finalment

plantejar la problematica i situacio actual que ha dut realitzar aquesta tesi.
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1.1. Tecniques diagnostiques més usuals emprades en les patologies

inflamatories i infeccioses a I’'abast del clinic

Calen esmentar aqui, les eines que formen el ventall de recursos diagnostics a

partir d’'una mostra del pacient en tecniques analitiques in vitro (Taula 1).

Taula 1. Técniques diagnodstiques in vitro a partir d'una mostra obtinguda del pacient,
emprades en I'estudi de processos inflamatoris i infecciosos a I'abast del clinic.

Técniques in vitro Fonaments

Velocitat de la separacié entre plasma i cel-lules

VSG o
sanguinies

Hemograma Recompte de leucocits i de poblacions leucocitaries

Proteina C reactiva Increment

Sembra de la mostra de fluids organics per obtenir

Cultius i o o
per creixement i diagnostic I'agent patogen.

Anatomia patologica | Tinci6é especifica en teixits

Les dades analitiques més utilitzades van des dels controls sanguinis, sobre tot
del nombre de leucdcits i desviacions entre les seves diferents poblacions °, fins
als cultius per aillar els agents patogens en els diversos fluids o teixits corporals
del pacient ’. Les variacions de I’'hemograma, tenen la particularitat de ser molt
sensibles segons l'evolucid de la malaltia, mentre que els cultius sén molt
especifics per identificar 'agent causant . En tots dos casos, cap d’ells no poden
establir la seva localitzacié i extensié de la patologia dins el pacient. En aquest
context, les técniques diagnostigues més especifigues son els cultius
bacteriologics o les de I'anatomia patologica del teixit afectat, perd requereixen
una intervencié cruenta pel pacient i generalment només es realitzen aprofitant la

intervencié quirdrgica °.
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Les exploracions diagnostiques per a la imatge que sén aplicades directament al

pacient es detallen a la taula 2.

Taula 2. Técniques diagnostiques in vivo directament emprades al pacient en I'estudi de
processos inflamatoris i infecciosos a I'abast del clinic.

Técniques in vivo | Utilitat

Obtencié d'imatges planars de les estructures
internes.
Cal realitzar diferents projeccions.

Raigs X
convencional

Obtenci6é d'imatges volumétriques en diferents
Raigs X TAC projeccions. Processament en imatges sequiencials
planars amb millor sensibilitat i resolucié espaial.

Ecografia Imatges planars ecoiques als ultrasons.
Ressonancia Obtenci6 de les imatges en processaments
magnetica seguencials amb alta sensibilitat i resolucio espaial.

Medicina Nuclear Obtencié d’Imatges d’estructures i funcionalisme
convencional intern en projeccions planars.

Obtencidé d’imatges volumetriques en diferents

projeccions.
Medicina Nuclear Processament en imatges sequencials planars amb
+TC millor sensibilitat i resoluci6 espaial.

Comparativa amb les imatges del TC millora la
resolucié d’imatges en Medicina Nuclear.

Les proves diagnostiqgues per la imatge (raigs X, ecografia, TAC, ressonancia
magnetica i gammagrafies) sén proves incruentes que permeten localitzar arees
patologiques amb un risc molt baix pel detriment '° de la salut del pacient. La seva
utilitzacid en benefici d'una o de l'altre exploracid recau en la disponibilitat,

efectivitat i cost dins els recursos de cada centre.

La placa de raig X és el recurs incruent de diagnostic més accessible i de baix

cost que permet objectivar, sobretot en els casos de les protesis implantades als
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ossos si s’ha trencat o bé, si s’ha desplagat de la seva implantacio, perd no pot

establir amb certesa I'existéncia d’infeccié .

La Tomografia axial computeritzada (TAC) és un sistema de deteccié que ha
millorat la sensibilitat dels raigs X en obtenir imatges de gran resolucié de volums
corporals en multiples talls sequencials i espaials, perd cal una interpretacié molt
especialitzada per diferenciar les diferents masses corporals (teixit muscular i

vasos de les col-leccions purulentes *%

L’ecografia, també ha estat utilitzada sobretot per interpretar localitzacions en

organs ecografics amb resultats diversos 3.

1.2. Exploracions diagnostiques a Medicina Nuclear

El fonament diagnostic de la Medicina Nuclear es basa en la deteccio externa dels
raigs gamma emesos per el radionuclid que marca el radiofarmac administrat al
pacient . Les caracteristiques de la radiaci6 gamma del radionticlid emissor i els
equips per a la seva deteccid conformen la sensibilitat del sistema i I'estructura
guimica del radiofarmac que incorpora aquest radionuclid conforma el principi

actiu administrat, responsable de la especificitat de la exploracié diagnostica *°.

Per aquest sistema es pot realitzar de manera incruenta una observacio de la
distribucié, metabolisme i excrecid de la dosi administrada i obtenir imatges
gammagrafigues de la morfologia, localitzacio, grandaria i funcionalisme de
I’érgan i/o sistema a on es localitza el radiofarmac. Aquesta qualitat de Medicina
Nuclear, és el principal avantatge que la fa diferenciar de les altres tecniques
diagnostiques per a la imatge *°. L’Unic risc potencial pels pacients seria el degut
als efectes de la radiaci6 ionitzant emesa pel radiofarmac, pero en general, els
estudis gammagrafics dels radiofarmacs estan per sota d’'una dosi efectiva de 20
mSv, que és el limit maxim anual tolerat per a les persones professionalment

exposades .



1. Introducci6

1.2.1. Radiofarmacs emprats en els estudis de localitzaci6 de processos

inflamatoris i infecciosos a Medicina Nuclear
L’aplicacié dels radiofarmacs amb fins diagnostics per establir els processos
inflamatoris i infecciosos es vénen utilitzant a Medicina Nuclear com a eines de

valor pronostic predictiu, incruentes i de baix risc pel pacient 2,

A I'ambit de I'estudi gammagrafic per avaluar I'existéncia de infecci6 s’han utilitzat

diferents radiofarmacs, marcats per diferents radionuclids (Taula 3).

Taula 3. Diferents radiofarmacs emprats en el diagnostic de la infeccio.

Radiontclid Radiofarmac
*Ga Citrat de Gal-li (*’Ga)
1y Immunoglobulina G
Leucocits marcats amb *In-oxina
Leucocits marcats amb *"Tc-HMPAO
som Anticossos antigranulocits marcats amb *™Tc
c
Antibiotics marcats amb *°™Tc
Col-loides marcats amb *°"Tc
18 FDG

El citrat de gal-li (°’Ga) és el més antic dels radiofarmacs emprats amb aquest fi,
€s per aixo que representa una major radiacié al pacient, més temps de deteccio i
una sensibilitat i especificitat més baixa que la resta *°.

Les variants metodologiques amb Indi (**!In), com la immunoglobulina G i els

20

leucocits marcats <7, comporten una tecnica laboriosa de marcatge, menys

radiacié que el gal-li perd més que si s'utilitza el *™Tc.

Entre els altres preparats de tecneci, el nanocol-loid #* presenta una menor
evidencia cientifica en la localitzacié d’infeccions que la resta, al no ser especific

d’infeccio.
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22 semblava que desbancarien

Els anticossos antigranulocits marcats amb *"Tc
I'ds dels leucdcits marcats, perd no ha estat aixi. El motiu principal ha estat per
donar més falsos positius i, a part, pel fet de poder sensibilitzar el pacient a les
proteines del ratoli ja que s’obté a partir d’anticossos monoclonals d’origen muri.
Un nou radiofarmac comercialitzat amb un anticos més especific esta essent
actualment el més emprat, encara que segueix restrictiu el seu Us de forma
reiterativa per la problematica de la sensibilitzacié als anticossos murins 2. Els

més emprats han estat els preparats comercialitzats granuloscint ** i leukoscan %°.

El marcatge de I'antibiotic ciprofloxacina amb *™Tc ?° que, a priori, superaria la
problematica de la manipulacié del marcatge del leucocits es trobava en fase
d’investigacié clinica i davant d’'uns resultats dispars no ha arribat a la seva
comercialitzaci6. Finalment, el *®F, marcant la fluordesoxiglucosa (FDG), ha estat
emprat també en la recerca de les infeccions amb motiu de la major sensibilitat en

la deteccié que aporta aquest radiontclid emissor de positrons ’.

1.2.2. Leucocits marcats amb radionuclids

Els leucocits marcats amb radionuclids deuen la seva sensibilitat al radiondclid
gue els marca i la seva especificitat a la localitzacié dels leucocits en les zones

patologiques objecte de I'estudi %°.

L’estratégia de I'exploracié es basa en aprofitar la localitzacié dels leucocits al lloc
on hi ha el procés inflamatori i/0 infeccidos. En raé d’aquesta caracteristica
fisiopatologica es marquen els propis leucocits del pacient amb un radionuclid
emissor de radiaci6 gamma, i es readministren de nou amb la finalitat que

s’acumulin al lloc patologic i detectar-los gammagraficament.

La implantacié de la metodologia del marcatge del leucocits es va descriure per
McAfee i Takur ?° i la seva aplicaci6 assistencial a Medicina Nuclear es va establir

3

seguint les recomanacions de les metodologies promulgades *° per experts.

Diversos radiondclids han estat emprats amb aquest fi formant part de diversos

-8-
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complexos quimics que faciliten el seu marcatge als leucocits. El primer
radiontclid usat va ser el **!In formant complexos amb la oxima i la tropolona **.
La seva aplicaci6 va decaure a favor del " Tc que presenta més sensibilitat a la
deteccié i una menor radiacié al pacient *2. Actualment es comencen a utilitzar
radiontclids emissors de positrons com el *®F per el marcatge dels leucocits ja
gue aquests tipus de radiondclids permeten obtenir una major sensibilitat i

resolucié en la deteccié gammagrafia *.

1.2.3. Leucocits marcats amb *°"Tc-HMPAO

De tot el ventall exposat, el marcatge dels leucocits marcats amb *™Tc ha estat la
tecnica més utilitzada a la Unitat de Radiofarmacia, per al seguiment i avaluacio
dels processos inflamatoris i infecciosos segons el protocol d’estudi establert al

Servei de Medicina Nuclear .

Les caracteristiques fisico-quimiques del *“™Tc, I'han fet un dels millors

% La seva emissio

radionuclids per a la seva aplicacio6 a Medicina Nuclear
monofotonica de 140 KeV ha desenvolupat equips de deteccio de millors
sensibilitat i resolucio, escurcant el temps de deteccié. El seu periode de
semidesintegracio de 6 hores és més curt que els anteriors radionuclids emprats
en aquesta finalitat, el que ha permes incrementar I'activitat administrada amb una

menor dosimetria al pacient.

A més, la facilitat d’obtenir-lo per elucié del generador ®Mo %, ha permés la seva
disponibilitat immediata a les unitats de Radiofarmacia en la preparacio
extemporania de radiofarmacs marcats amb aquest radionuclid, gracies a la
versalitat del seu comportament quimic capa¢ de combinar-se amb moltes altres

37

estructures moleculars Formant complex amb el HMPAO, el seu isomer

lipofilic pot traspassar les membranes del leucocits i quedar fixat en ells 2.
Aquesta particularitat, va permetre la seva aplicaci6 com a marcador dels

leucocits.
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Tots aquests aspectes, I'han fet el radiofarmac més ideal per ser utilitzat en
'estudi dels diferents estats clinics del pacients amb sospita de patir malalties
inflamatories i infeccioses. Des de la seva descripcié per Peters *° de I'aplicacié
del ®™Tc-HMPAO marcant els leucocits, la seva utilitat continua a hores d’ara i ho

ha estat durant tot aquest treball.

1.3. Patologies objecte d’estudis amb *™Tc-HMPAO-leucocits

Si establim una classificacié de les patologies segon el seus llocs de localitzacio
en el pacient, les podem diferenciar en les que ho fan preferentment al budell, als
vasos, als 0ssos 0 bé sense una localitzacié clarament establerta *°. Es detallen a
continuacio les patologies estudiades més frequentment amb leucocits marcats
amb “"Tc-HMPAO, objecte de I'estudi i l'estratégia diagnostica establerta a

Medicina Nuclear en cada cas.

1.3.1. Patologies inflamatories localitzades al budell

Els processos inflamatoris del budell son inherents a la propia patologia del
pacient sense que, a hores d’ara, encara no es conegui cap agent patogen
concret. Per aquest motiu es parla, en aquest cas, de malalties inflamatories i no
de malalties infeccioses.

4 i J]a malaltia de Crohn *, han estat

Les patologies de la Colitis Ulcerosa
habitualment estudiades amb leucocits marcats amb ?*"Tc-HMPAO. En tots dos
casos, la gammagrafia pot evidenciar una imatge patologica dels leucocits a les
2h postadministracio de la dosi, localitzada en les arees del colon transvers, angle
esplenic, colon descendent i fins i tot fins el recte, segon sigui la localitzacio i el

grau d’activitat de la patologia (Figura 1).

-10 -
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Figura 1. Imatge gammagrafia de la detecci6é anterior de 'abdomen en una pacient de 44
anys amb sospita de colitis ulcerosa activa, estudiat amb leucocits marcats amb **"Tc-
HMPAO.

1.3.2. Patologies infeccioses localitzades als vasos sanguinis

Les patologies que afecten aquesta zona del cos i que son més freqlientment
estudiades provenen de processos infecciosos derivats d’intervencions
quirGrgiques per a d'implantacié de bypass o protesis vasculars **. Generalment,
tenen la seva rellevancia quan es localitzen als grans vasos a 'algada de la pelvis

del pacient.
Si l'activitat deguda als leucocits marcats en la trajectoria d’un vas a on es sospita

la localitzacié patologica es manifesta persistent i diferenciada de la distribucio

fisiologica en el cos del pacient, es considera un cas positiu d’ infeccié (Figura 2).

-11 -
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Figura 2. Pacient de 83 anys amb infecci6 a la protesi vascular a la cama esquerra.

1.3.3. Patologies infeccioses dificilment localitzables

En aquest cas, la demanda clinica es produeix per verificar si €s possible detectar
algun focus infecciés en el pacient, ja que generalment no s’ha pogut identificar
I'agent patogen que la causa **. Aquestes patologies conformen el que es
denomina Febre d’Origen Desconegut (F.O.D.). Es molt freqiient que es sol-liciti
realitzar I'estudi diagnostic només amb la sospita de la causa pero sense tenir els
resultats, vers la identificacio de I'agent patogen que es troben en el procés de

cultiu del fluids procedents del pacient.

En aquests cas, es practica un rastreig dels leucocits marcats a tot el cos sencer
del pacient en la cerca d’'una acumulacié d’activitat no esperada i diferenciat de la
distribucio fisiologica dels leucocits marcats. Es I'exploracid amb major nombre

de resultats negatius als leucocits marcats (Figura 3).
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Figura 3. Imatge gammagrafica de les deteccions de cos sencer anterior i posterior dels
propis leucocits marcats amb *"Tc-HMPAO en un pacient de 30 anys amb sospita de
malaltia de febre d’origen desconegut.

:
N8 o§
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1.3.4. Patologies infeccioses als ossos

Representen la majoria dels casos estudiats amb **™Tc-HMPAO marcant
leucocits. En aquest cas, a Medicina Nuclear s'utilitza una estratégia diagnostica
per diferenciar els processos inflamatoris dels infecciosos entre si *°. Consisteix
en complementar I'estudi dels leucocits marcats amb un estudi previ amb un
radiofarmac, generalment una sal de fosfats*® marcats amb *"Tc que es
metabolitza en els ossos del pacient i permet avaluar la seva localitzacio a I'area
de sospita patologica.

Es basa en obtenir imatges gammagrafiques en tres fases: una anomenada
vascular per confirmar un major acumulacio d’activitat deguda a la inflamacio de la

Zona, una segona anomenada estatica en finalitzar la fase vascular i per confirmar
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una major retencio del radiofarmac a la zona i finalment una més tardana per
confirmar I'existéncia del procés actiu *'.

Aquestes dades si es correlacionen amb una major activitat localitzada amb
I'estudi dels leucocits marcats és interpretat com la confirmacié de l'existéncia
d’infeccid, en cas contrari el d’'un procés inflamatori “®. L’abséncia d’acumulacié
d’activitat en les dues exploracions es considera degut a un procés patologic no

demostrable o no existent *°.

Les patologies més freqientment estudiades amb aquesta estratégia diagnostica
sén per descartar processos infecciosos post intervencions quirdrgiques de
resultes de fractures, implantacio i recanvis de protesis 0 processos derivats de

patologies inflamatories a I'os, com les artritis (Figura 4).

Figura 4. Imatge gammagrafica de la deteccié anterior de les extremitats inferiors de
pacient de 76 anys amb sospita d’infeccio a la protesi del genoll dret, estudiat amb *™Tc-
DPD i els seus propis leucocits marcats amb **"Tc-HMPAO.

- .

99mTc-DPD : 99mTc-DPD
fase vascular fase precoc
1 11 11 .
? ¢ ' '
¢ ? ’ :

99mTc-HMPAO

99mTc-DPD - ' leucocits
fase tardana
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1.4. Plantejament del problema

A Medicina Nuclear, les exploracions realitzades amb radiofarmacs, so6n
habitualment presentades en sessid clinica, amb la finalitat de discutir i
consensuar l'orientacié diagnostica en cada cas, aixi com fomentar la formacio
docent dels especialistes. En les sessions hi solen participar els diferents
components de I'equip medic i altres especialistes implicats com, en aquest cas,
els components de la Unitat de Radiofarmacia, responsables de la preparacio i

dispensaci6 dels radiofarmacs que cal administrar als pacients.

Entre els temes tractats, es va plantejar la conveniencia de tenir altres arguments
per verificar la robustesa dels metodes emprats en la practica diaria i no basar la
gualitat dels procediments de treball només amb els controls de qualitat
habitualment establerts. En aquest context, es va debatre sobre la qualitat i
robustesa del procés dels leucocits marcats amb *™Tc-HMPAO, degut a les
nombroses variables que no son quantificades i que intervenen a més de la

pericia de cada operador.

Aquest tema ja havia sigut objecte d’un treball previ amb 103 pacients intervinguts
de protesi de genoll on es van avaluar els seus processos infecciosos amb
leucocits marcats amb “°"Tc-HMPAO. En ell, es plantejaven com probables
defectes en el procediment de marcatge: la presencia de contaminants marcats
de la dosi davant I'observanca de major activitat vascular de I'esperada, una
possible pérdua de leucocits durant les manipulacions dels procés, aixi com un
perdua de funcionalisme dels leucocits marcats donada I'ostensible reduccié de
I'activitat detectada en les extremitats inferiors, verificada en les imatges planars
obtingudes i en contrast de les activitats registrades a les imatges de la zona

pelvica, realitzades com a control als 30 minuts post administracié de les dosis.

En tractar-se d'una exploraci6 amb alta demanda diagnodstica, complexitat

metodologica en el seu procediment, certa despesa economica i temps de
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dedicacié professional rellevant, va ser motiu d’un projecte d’investigacié més

ampli i objecte d’aquesta tesi.

A continuacié es van plantejar quines eren les variables possibles que intervenien
en el procediment, amb I'objectiu de seleccionar les que es tractarien de forma

exhaustiva en la present tesi doctoral.

1.4.1. Del procediment en el marcatge dels leucocits

En aquest apartat es van avaluar les multiples variables que tenen el seu origen
en la complexitat del procediment de marcatge que es realitza a les dependencies
estérils de la Unitat de Radiofarmacia.

1.4.1.1. Obtencio de mostra de sang

L’obtencié protocol-litzada de 50 ml de sang del pacient sobre un preparat d’acid
citrat dextrosa (formula A) (ACD-A) com anticoagulant, és la quantitat de sang
recomanada per assolir una quantitat desitjable de 200 milions de leucocits a la
dosi a administrar, en base als valors de referencia dels hemogrames més usuals
en la poblacié humana *°. Conseqiientment, desviacions en I'hemograma del
pacient respecte als valor de referencia repercutiran en aquesta variable,

independentment de la pericia de 'operador que ho realitzi.

La quantitat d ACD-A recomanable és de 1,5 ml per a 10 ml de sang. Valors

inferiors poden causar la coagulacié de la mostra.
La soluci6 de ACD-A és la recomanada per la majoria d’autors, per preservar

millor I'estructura de les cél-lules sanguinies presents, encara que també esta

descrit I's de ’heparina com a anticoagulant **.
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1.4.1.2. Aillament de plasma lliure de cél-lules

De la mostra de sang obtinguda, uns 10 ml s’empren per obtenir plasma pobre en
plaquetes per a ser utilitzat com a diluent de la dosi i purificacié del marcatge.

Per a la seva obtencio6 cal centrifugar 10 ml de sang del pacient a 2000 g durant
10 minuts, a fi d’obtenir un plasma lliure de cél-lules que es reservara fins a la
seva posterior utilitzaci6 com a medi d’incubacié del marcatge i per completar el

volum final de la dosi a administrar .

No és sols contrastar si queden cel-lules en el sobrenedant, ja que es déna per
suposat que es tracta d’'un plasma lliure de cel-lules i per tant pot ser una font de

contaminants cel-lulars a la dosi.

1.4.1.3. Aillament de leucocits

La solucié d’hidroximetilcelulosa al 6% (HES) *, és la recomanada per a la
sedimentacié de la mostra per a l'obtencio del plasma ric en leucocits.
Caracteristiques diferents a les recomanades en el pes molecular i qualitat
osmotica en la soluci6 d’'HES present en diferents preparats comercials, també
poden donar temps de sedimentacié diferents de la mostra. La soluci6 d’HES
actua com un expansor plasmatic de la mostra que afavoreix la separacio dels

components sanguinis de la mostra del pacient .

Per aquest procediment s’obté per simple transaccié del plasma a un tub Falcon
de 50 ml de capacitat un plasma ric en leucocits i plaquetes amb una
contaminacié inevitable d’hematies. Aquest plasma és centrifugat a 150 g durant 5
minuts amb la finalitat de separar les plaquetes dels leucocits. Les plaquetes

gueden en el sobrenedant del plasma i les leucocits al fons del tub.

La presencia inevitable d’hematies contaminants és visualment evident per

I'aspecte vermellGs del fons del tub.
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El material emprat per a la separacié d’aquestes fases, generalment es tracta de
pipetes esterils de plastic amb la finalitat de preservar el risc de punxades a
'operador. Amb aquest sistema, I'aspiracié es fa per absorcio, introduint la punta
de la pipeta dins el medi del plasma ric en plaquetes, evitant el contacte amb la
fase cel-lular del fons. Possibles turbulencies o una aspiracié no molt acurada pot
originar perdues dels leucocits dipositats al fons del tub. Un cop retirat el plasma,
les cél-lules del fons es resuspenen amb 0,5 ml del plasma sense cél-lules

obtingut a partir de la mostra de sang de la xeringa de 10 ml anterior.

En aquest apartat ja es fa evident visualment la contaminacié cel-lular de la
mostra per les hematies. El percentatge respecte als leucocits no es determina
per no perdre mostra ni temps en I'exploracio i per tant la quantitat d’hematies
presents estara relacionada directament amb I’hemograma previ del pacient, els
reactius i la manipulacié del procediment. Per la mateixa circumstancia, encara
gue no existeix una evidencia ocular, el mateix pot succeir amb les plaquetes.
Novament, la manca de pericia de I'operador pot originar una pérdua de material
degut que li cal fer la separacié emprant una pipeta esteril per retirar per aspiracio

el sobrenedant i és facil crear turbulencies o bé endur-se part cel-lular.

1.4.1.4. Marcatge dels leucocits amb *"Tc-HMPAO

Un cop preparada la resuspensio del leucocits amb el plasma lliure de cél-lules se
li pot afegir el radiofarmac que el marcara. El marcatge es realitza per simple
addicié gota a gota d’una solucié recent preparada de **"Tc com a pertecneciat
sodic amb 'HMPAO i que per simple difusié traspassa la membrana cel-lular dels

leucocits fixant-se al citoplasma 3.

Per facilitar-ne el millor contacte del radiofarmac amb la resuspensio cel-lular és
convenient realitzar un parell de moviments rotatoris circulars del tub del marcatge
aconseguint homogeneitzar els dos components. La solucié del radiofarmac cal
ser recent per disposar de la forma isomérica lipofilica del *™Tc-HMPAO, ja que

en funcié del temps I'equilibri es decanta vers la forma hidrofilica que no li permet
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travessar la barrera cel-lular del leucocits. Aquesta circumstancia requereix tenir

establerta una estratégia de preparaci6 i coordinacié amb el procés de marcatge.

Tanmateix, la solucié del *™Tc cal que sigui procedent d’un eluit recent, obtinguda
del generador de **Mo, a fi de reduir al maxim el percentatge del **Tc que es
genera per decaiment radioactiu en funcié del temps i que també reaccionaria
amb el HMPAO. Per controlar la qualitat del marcatge és molt convenient certificar
la puresa del preparat mitjancant un control del rendiment del marcatge que cal
sigui superior a 95 % per garantir el millor marcatge dels leucocits **.

Al llarg del temps, s’ha pogut confirmar que el millor marcatge es realitza amb una

alta activitat especifica del radiofarmac *°.

Per aquest motiu es considera
primordial verificar el control de la puresa d’aquest, fent servir eluits recents de
%MT¢. Desviacions del procediment en aquest punt repercutiran com a variable de

gualitat del procediment.

1.4.1.5. Purificacié del marcatge

Transcorreguts uns 15 minuts d’incubacid del radiofarmac amb la resuspensio
cel-lular es practica una centrifugacié de 5 min a 150 g amb la finalitat de separar
el radiofarmac que no s’ha marcat a les cél-lules i que haura quedat en el
sobrenedant que s’obtingui. Una simple aspiracio del sobrenedant permetra afegir
de nou un altre volum entre 3 i 5ml de plasma lliure de cél-lules per resuspendre
de nou el bot6 cel-lular i deixar-ho llest per dispensar la dosi a administrar. Amb
aquest procés es pretén retirar tot el ®™Tc-HMPAO que no hagi marcat els

leucocits.

Ara bé, el procediment manual de separacio del poc volum de liquid sobrenedant
requereix de material fungible, no punxant per a la seguretat de I'operador i per
tant la seva pericia en el procés és determinant en aquest pas, essent una causa
d’originar variabilitat en la purificacié final. També aqui, és molt important la

pericia de I'operador per no endur-se material en I'aspiracié del sobrenedant.
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1.4.1.6. Preparacio de la dosi

La suspensié final preparada amb 3-5 ml de plasma lliure de cél-lules finals és
aspirada amb una xeringa per a ser administrada al pacient. Per evitar perdua
d’activitat per el decaiment del radionuclid, per preservar el funcionalisme de les
cel-lules marcades i no dilatar més en el temps la durada de I'exploracié és
recomanable administrar la dosi al pacient tan punt estigués llesta per fer-ho. En
aquest punt, les variables recauen en el volum final, la preséncia de cél-lules
contaminants en el plasma usat per diluir i el temps despera fins a la

administracio al pacient.

1.4.2. Dels controls de qualitat del procediment del marcatge

En aquest apartat es detallen els controls de qualitat protocol-litzats per garantir la

gualitat del procediment realitzat.

1.4.2.1. Controls rutinaris

Son els que habitualment s’empren en garantir la qualitat del procés realitzat al

facultatiu de Medicina Nuclear responsable d’establir el diagnostic final.

1.4.2.1.1. Rendiment de marcatge

Es el més fiable del procés realitzat. S’expressa com el percentatge de
radioactivitat present a la dosi respecte al total d’activitat afegida al moment del
marcatge. Es un calcul senzill que s’obté mesurant en un aparell especific lector
d’activitat radioactiva (activimetre) tan la dosi a administrar com els plasmes
sobrenedants obtinguts en la purificacié de la mostra. La suma de totes les parts
representa el total de l'activitat inicial. Per aquest procediment s’evita efectuar
calculs correctors deguts al decaiment del radiondclid present. Valors inferiors a

un 40 % en el rendiment del marcatge suggereixen errors metodologics °.
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Aquest control, té 'avantatge que no representa cap pérdua d’activitat ni de volum
de la dosi, és facil d’establir i no endarrereix el procés. Per contra no pot garantir
si tot el rendiment reflecteix que el marcatge sigui degut als leucocits, als
contaminants o bé a la presencia de restes del radiofarmac no marcat o procedent
de les seves elucions. La bondat de la técnica es basa en un estricte compliment
del procediment per garantir totes aquestes variables, perd en canvi no es pot
assegurar del tot.

1.4.2.1.2. Inspeccid visual

De facil aplicacio, i permet observar si abans d’administrar la dosi, la suspensio
cel-lular final és homogenia i no hi han grumolls que suggereixen la presencia de

coaguls.

1.4.2.2. Controls periodics

Son els recomanables de realitzar de manera planificada per verificar el
compliment i robustesa del procediment realitzat al llarg del temps. Habitualment

no es realitzen per comportar perdua de temps i dosi.

1.4.2.2.1. Esterilitat

La immediatesa que requereix administrar la dosi un cop recent preparada, no fa
possible realitzar estudis d’esterilitat del producte i el que es fa regularment és la
comprovacio de la manca d’agents patdogens en les arees de treball i la
confirmacio de la qualitat del seu aire. Aquest control no repercuteix en canvis de

variables en el procediment de marcatge.
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1.4.2.2.2. Viabilitat cel-lular

La finalitat d’aquest control radica en verificar la integritat de la membrana
cel-lular dels leucocits marcats. El Trypan-Blue és un colorant que no traspassa la
membrana cel-lular i s’utilitza per verificar la seva integritat. Aixi, una suspensio
tamponada obtinguda a partir de 50 pl de la dosi, es mesclen amb una dissolucié
tamponada de Trypan-Blue al 1% i es fa una lectura de 10 pl de la mescla en un
porta al microscopi.

Per establir el resultat del control cal realitzar un comptatge de 100 cel-lules que
permet establir el percentatge corresponent. S’accepta una viabilitat superior al 95
%. Aquest control és essencial per acreditar el posterior funcionalisme dels
leucocits dins el pacient. No és habitual la seva realitzacié per evitar perdua de
dosi i de temps de I'operador i per I'evidéncia que es té del seu funcionalisme al

llarg de I'experiéncia obtinguda *’.

1.4.2.2.3. Recuperacio cel-lular

Aquest control es recomana per validar el procediment. Consisteix en afegir una
gota de cada boto cel-lular resuspes, dispensar-la dins un vial de 5ml amb 1 ml se
solucié salina, i avaluar els tipus de cel-lules hematiques presents i els
percentatges respecte al leucocits presents. S’espera una proporcié de 3/1/1 entre
hematies, plaquetes i leucocits. Es un bon indicador per avaluar la contaminacio

cel-lular del procediment.

1.4.2.2.4. Elucié del *°™Tc

Aquest és un dels principals inconvenients del procediment realitzat i que pot
estar condicionat per diverses circumstancies, tan per part del pacient com del
procediment realitzat. Si la incubacié s’ha fet en medi sali en lloc de plasmatic

58

s’obté una major quantitat d’elucié . En canvi, si es fa en medi plasmatic
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s’'impedeix millor l'activacio dels granulocits. Requereix partir d’'una mostra
procedent de la dosi, incubar-la a 37°C i realitzar centrifugacions de 150 g durant
10 minuts a les 1, 4 i 24 hores. S’avalua I'activitat al sobrenedant. Es acceptable

una activitat fins al 10 % del total en el sobrenedantala 1 h.

1.4.2.2.5. Captacio pulmonar

A I'hora de visualitzar la trajectoria que segueix la dosi administrada, és verificable
una captacio inicial a la regié pulmonar. Aixd és degut al comportament fisiologic
dels leucocits marcats. Una manera indirecte de verificar el manteniment de la
seva capacitat fagocitica radica en una detecci6 gammagrafica a la regio

pulmonar als 30 minuts postadministracié de la dosi *°.

1.4.2.2.6. Relaci6 activitat fetge/melsa

Igualment la localitzacié als teixits tissulars del sistema fagocitic mononuclear
(SFM) és indicador del seu funcionalisme. Una major captacio de la melsa
respecte al fetge esta directament relacionada amb la major xarxa vascular
d’aquest teixit. S’especula que una major activitat en el fetge de I'esperada és
atribuible a la presencia dels hematies contaminants de la dosi, que també

podrien haver quedat marcats amb **"Tc-HMPAO.

1.4.3. Del procediment a Medicina Nuclear

En aquest apartat s’avaluen les variables que tenen el seu origen en la
complexitat del procediment de deteccid que es realitza amb els utillatges de
Medicina Nuclear, aixi com les estrategies diagnostigues establertes i a les

situacions cliniques dels pacients.
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1.4.3.1. Obtencié imatges gammagrafiques

Per millorar la resolucié de les imatges ha estat habitual practicar deteccions
d’'imatges planars aplicant el col-limador de la gammacamera molt a prop de la
pell del pacient. Per obtenir una localitzaci6 espaial es recorria a realitzar

deteccions planars de diferents projeccions de la mateixa area.

Actualment, aquest sistema ha estat perfeccionat per 'obtencioé d'imatges gracies
al sistema de tomografia computeritzada de fotons simple (SPECT) %, aixi com la
complementaci®é amb obtencié d’altres imatges TAC °* que permeten obtenir

imatges sequencials planars d’'un volum corporal en diferents nivells.

En aquest estudi, ens hem basat en les imatges tridimensionals obtingudes de
manera fins ara convencional. Les limitacions del procediment recauen en
perdues de sensibilitat, per obtenir en una imatge planar diferents volums i
distancies. Aixi mateix només es sol tenir una imatge de la zona afectada, amb

desconeixement de la biodistribuci6 de la dosi a la resta del cos.

1.4.3.2. Estratégies diagnostiques

Mentre el diagnostic diferencial en les patologies al budell, es basen en la
localitzacié de l'activitat leucocitaria marcada en el trajecte intestinal i, per tant,
amb una sola exploracié diagnostica amb leucocits marcats és suficient per

establir el diagnostic, no passa el mateix amb la patologia infecciosa .

En aquest cas, el diagnostic pot quedar emmascarat amb els processos
inflamatoris. Per potenciar la capacitat diagnostica de I'exploracio, és habitual
practicar un doble estudi amb I'administracié d’un radiofarmac d’alta afinitat per a
I'os que permet establir les fases inflamatories de la patologia del pacient %, com
s’ha descrit abans a I'apartat de les patologies Ossies estudiades amb %*"Tc-
HMPAO.
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1.4.3.3. Patologies i situacio clinica del pacient

Finalment, una de les limitacions diagnostiques d’aquesta exploracié radica en el
propi pacient i en I'estat de I'evoluci6 clinica de la seva patologia. Les patologies
que cursen amb localitzacions coincidents amb els llocs de distribucio fisiologica
dels leucocits ja representen una dificultat afegida. Els efectes terapéutics
establerts en el pacient també poden reduir la seva captacié ®. Es habitual
realitzar I'exploracié sense la retirada de la medicacié del pacient donat que és
dificil de compaginar la programacio de la prova amb el pacient i tampoc resulta

etic privar-li d’'un tractament pautat.

1.5. Situacio real o definicio del problema

En el nostre pafs és a partir del 1990 que es recull a la llei del medicament ®°, les
directives dictades per la Unio Europea d’obligat compliment per a tots els estats
associats sobre els medicaments i a on, per primer cop els radiofarmacs son
considerats com medicaments tant en la seva vessant diagnostica com
terapeutica. Per aquest motiu comencen a apareixer monografies a les
farmacopees i en noves edicions de la farmacopea espanyola ja es recullen guies
radiofarmaceutiques sobre procediments dels radiofarmacs i entre ells el

marcatge de cél-lules sanguinies .

El desenvolupament de la llei del medicament va originar el registre de cada
radiofarmac produit industrialment com a qualsevol medicament en el mercat
europeu i el desenvolupament de I'especialitat professional de la Radiofarmacia,
com la responsable de la seva utilitzacio als centres de Medicina Nuclear, en la
preparacié extemporania i dispensacio dels radiofarmacs als pacients, que s’ha

anat regulant amb nous decrets °’.

En el transcurs d’aquesta posta al dia i adequacié de les noves normatives
establertes, I'activitat assistencial amb el leucocits marcats amb °"Tc-HMPAO ha

vingut desenvolupant-se ininterrumpidament. S’ha anat continuant practicant en
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cada centre, els procediments ja experimentats i s’han anat adequant a les noves
propostes promulgades, pero cal ressaltar que sense una obligacié en el seu
compliment ®8. Aquest canvi s’ha anat fent a diferents velocitats com s’ha pogut
constatar en les multiples comunicacions a congressos de I'especialitat i a la

bibliografia cientifica internacional sobre la matéria al llarg d’aquest anys.

En aquest context, es va constatar que la qualitat dels procediments de marcatge
es podia qlestionar i es podia posar en dubte la robustesa del procés, degut a les
nombroses variables que no sén quantificades i que intervenen a més, com déeiem

abans, de la pericia de cada operador.

Si ens centrem en el procediment de I'operador, aquests factors poden anar des
de la seva pericia i el seu rigor fins als equips i material que utilitza. Defectes en el
compliment del temps protocol-litzat a cada pas del procés, manipulacions amb
pressa, Us de material inadequat sén, de per si, factors que logicament
intervindran en el resultat final i justificaria una inadequada qualitat del procés

realitzat .

Aixi, en el procediment del marcatge dels leucocits, no respectar els temps i
velocitats de centrifugacid, una separacido no acurada de les fases obtingudes,
utilitzar proporcions i qualitats diferents de reactius, s’intueixen entre les causes
de possibles errors metodologics. Tanmateix també cal destacar les condicions de
treball que s’han de planificar per realitzar aquesta tasca en un ambient de
comoditat i tranquil-litat. El fet de compaginar I'operador el seu temps de treball
durant el procediment de marcatge amb altres tasques de la Unitat de
Radiofarmacia, es preveu un inconvenient en respectar els temps de cada pas i
no manipular massa rapidament per atendre altres activitats °. Aquest factor,
dificilment tangible, és tedricament el principal factor atribuible a una perdua de

gualitat del procés realitzat per I'operador.
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Respecte a I'obtencié de les imatges gammagrafiques, també cal fer esment a
diversos factors que intervenen en la qualitat del procés i que afecten tant a

I'operador, com en el cas anterior del marcatge, als equips i als protocols a seguir.

En el cas de I'operador ha de procurar el compliment del protocol d’actuacié en
diversos aspectes. Respecte al pacient, procurar que realitzi una miccié préevia a
la deteccié per a evitar activitat que fisiologicament es localitza a la bufeta de
'orina per eliminacié del radiofarmac eluit del marcatge, a fi d’evitar detectar
activitat a la zona, aixi com reduir I'activitat restant als capil-lars sanguinis. Ha de
col-locar al pacient adequadament a la llitera de I'equip detector emprat, que
aquest equip disposi dels col-limadors adequats i fer I'adquisicié de les imatges en
el temps i condicions protocol-litzades. Ha de respectar els diferents temps de
deteccio i procurar repetir les mateixes condicions metodologiques en realitzar les

diferents deteccions que calguin practicar al pacient "

Finalment, en el suposit que tots els factors anteriorment exposats s’hagin
complert com han estat protocol-litzats, cal esmentar els factors deguts a les
propies limitacions del sistema i que abasten variables no avaluades en aquest

treball com els tipus d’utillatge i I'evolucio clinica del pacient.

L’ Unic control a I'abast per justificar la qualitat del procediment del marcatge, és la
determinacié del rendiment del marcatge. Valors elevats poden ser causats per la
presencia d’'un major nombre de leucocits marcats o bé el marcatge d’altres

cél-lules contaminants presents a la dosi.

Per al contrari, valors inferiors als esperats es poden interpretar com una mostra
de leucocits presents inferiors als esperats i aqui el ventall pot anar des d’'un mal
procediment en I'obtencié i manipulacié de la mostra fins a un hemograma pobre

previ del pacient que justifiqui el resultat final.
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A la practica diaria, davant d’'un possible error diagnostic comés en la interpretacio
de les imatges obtingudes amb *™Tc-HMPAO marcant els leucocits, els controls
de qualitat habituals no permeten justificar totes les variables metodologiques que
intervenen en el procés i per tant no permet establir si la causa de I'error és
atribuible a I'operador que realitza I'exploracid, a les limitacions inherents de la

propia prova diagnostica o inclus a la situaci6 clinica del pacient (Figura 5).

Figura 5. Imatge gammagrafica planar obtinguda de les extremitats inferiors en projecci6
anterior d’'un pacient de 73 anys, amb sospita d’infeccio de protesi de genoll dret i sense
diposits anomals dels seus propis leucocits marcats amb *™Tc-HMPAO.

Per totes aquestes raons anteriorment esmentades, amb la finalitat d’avaluar
guina transcendencia tenen part d’aquestes circumstancies a la practica diaria

dels leucocits marcats amb °"Tc-HMPAO es va plantejar fer aquesta tesi.
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2. Hipotesis de treball i objectius

2.1. Hipotesis de treball

El procediment de marcatge dels leucocits amb *°™Tc-HMPAO presenta
diferencies metodologiques que provoquen com a resultat final diferents nombres
de leucocits marcats respecte a I'esperat, perdues de la seva viabilitat cel-lular,
guimiotactisme i capacitat fagocitaria, marcatge d’altres components presents a la
dosi, entre altres, que no poden ser avaluats amb els controls de qualitat habituals

establerts.

2.2. Objectius

Per tal de descartar possibles errors metodologics atribuibles a les diverses
variables del procediment realitzat i a fi de garantir la utilitat diagnostica dels
leucocits amb **™Tc-HMPAO en la practica assistencial de la Medicina Nuclear,

els objectius que es van proposar son:

2.2.1. Principal. Verificar, analitzar, comprovar 'estratégia de qualitat per avaluar

les variables que intervenen en el procediment diagnostic del leucocits marcats
amb *°"Tc-HMPAO i que no poden ser justificables amb els controls habitualment
establerts. Per dur a terme aquest objectiu principal és necessari considerar els

seguents objectius secundaris:

2.2.2. Secundaris. Dissenyar metodologies per a la determinacié de les variables

motius de I'estudi, emprant els recursos propis a I'abast del centre, sense recorrer
a metodologies complexes ni dificilment reproduibles. A tal fi que no representin
perdues significatives de la dosi a administrar ni incomplir les normatives vigents

en radioproteccio.
Que els nous procediments de qualitat proposats permetin disposar dels resultats

abans d’elaborar I'informe diagnostic sense representar una demora de temps de

permanéncia del pacient en el centre.
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3.1. Disseny de I'estudi

Estudi prospectiu, direccional i transversal.

3.2. Ambit de I'estudi

Hospital de nivell terciari de referéncia amb 1072 llits, pertanyent al Institut Catala
de la Salut (ICS). Va implicar a la Unitat de Radiofarmacia i al Servei de Medicina

Nuclear.

3.3. Poblacioé de I'estudi

La mostra total de la poblacio estudiada va ser de 320 pacients (169 dones) de
63,2 (£ 23,1) anys, afectes de diverses patologies inflamatories i infeccioses que

varen ser estudiats amb els seus propis leucocits marcats amb **"TcHMPAO.

Per a no perjudicar el ritme de treball a la practica diaria a Radiofarmacia i
Medicina Nuclear, ni tampoc d’ alterar la programacié establerta dels pacients i en
rad de la disponibilitat dels recursos humans i tecnics, aquest estudi es va

realitzar cronologicament en successives etapes al llarg del temps.

Per aquests motius, la mostra total de la poblaci6 ha estat conformat per tres
grups d’estudi de pacients i separats en el temps, que es detallaran posteriorment
al descriure les variables estudiades. A cadascun d’ells se’ls hi va assignar i

practicar un tipus diferent dels controls proposats.

En el primer grup es va determinar un hemograma complet i la viabilitat
leucocitaria de la dosi. Posteriorment, en el segon grup, es va obtenir la distribucio
dels components radioactius presents en la dosi i la puresa del **"Tc-HMPAO,

precursor del marcatge amb els leucocits.
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Finalment, al tercer grup es va determinar la distribucié de la dosi en el propi

pacient mitjangant deteccions gammagrafiques a I'abdomen i genolls.

Els grups conformats aixi com el global i les localitzacions anatomiques de les
seves patologies inflamatories i infeccioses es detallen a la taula 4.

Taula 4. Localitzaci6 anatdomica de les patologies dels pacients estudiats amb **"Tc-
HMPAO-leucocits.

ESTUDIS GLOBAL GRUP | GRUP I GRUP IIIA | GRUP IlII B
Budell 69 16 15 35 3
Vasos 17 3 6 1

Inespecific 5 2 2 0
Crani 11 0
Torax 2 0 0
Pelvis 71 18 19 31 3
Colze 7 2 3 2 0
Canell 3 3 0 0 0
Femur 12 0 4 2 6
Genoll 94 32 31 4 27
Tibia 13 0 5 1 7
Peus 16 7 8 0 1

Pacients 320 87 101 84 48

Les patologies que es van localitzar al budell (n=69) les van conformar 45

pacients afectes de Colitis Ulcerosa i 24 de Crohn.

A l'apartat dels vasos (n=17) 6 pacients varen presentar sospita de patologies
infeccioses post intervencions quirdrgiques reparadores i 11 en la implantacié de
protesi vasculars. Com a localitzacio inespecifica es van estudiar 5 casos de

febre d’origen desconegut (F.O.D).
Finalment, les sospites d’infeccions a I'esquelet (n=229) es descriuen en rad si es

localitzaven en 0ssos rics en medul-la roja i sistema fagocitic mononuclear (n=84)

0 a l'esquelet axial (n=145). En tots dos casos, la demanda de I'exploracié
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provenia de 26 pacients amb malalties inflamatories, 46 post intervencions

quirurgiques i 157 d’'implantacié de protesis (65 de maluc i 82 de genoll).

A part, cal esmentar, com també s’indicara en el seu apartat, que es van utilitzar
altres mostres de 34 persones (20 dones) de 59,2 (x 19,3) anys amb diverses
patologies inflamatories i infeccioses (18 protesis de genoll, 12 malalties
inflamatories del budell i 4 protesi de maluc) que varen ser estudiades amb
leucocits marcats amb *™Tc-HMPAO per a validar la selectivitat (10 mostres) i
precisié (24 mostres) d’'una nova aplicacié de la citometria com a pas previ de

I’estudi.

3.4. Periode de I'estudi

Aquest estudi va ser aprovat pel Comité Etic d’Investigacié Clinica de I'Hospital
(PR (AG) 126/2008) i es va realitzar amb el consentiment informat dels pacients,

entre setembre de 2007 fins febrer de 2012 en el Servei de Medicina Nuclear.
Per a realitzar aquest estudi, ha calgut validar previament una nova aplicacio de la

citometria de flux que es va establir amb la selectivitat i repetibilitat del métode

'any 2006 i es va completar amb la verificacié de la reproductibilitat I'any 2009.

3.5. Font de les dades
La informacio de les dades es van obtenir a partir dels arxius del servei de

Medicina Nuclear i a la propia historia clinica del pacient, fins al dos anys

posteriors al diagnostic gammagrafic establert.
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3.6. Variables analitzades

Per realitzar aquest estudi d’acord amb els objectius establerts anteriorment, Ila
nova estratégia proposada per avaluar la qualitat del procés, s’han analitzat les
variables:
e Quantificacio de les hematies, plaquetes, leucocits, limfocits, monocits,
neutrofils i viabilitat leucocitaria a la dosi dels pacients.
e Distribucié del ®™Tc al plasma, plaquetes, limfocits i monocits, hematies i
neutrofils a les dosis dels pacients.
e Localitzacié de I'activitat radioactiva administrada en el propi pacient als
0SS0S, vasos i parts toves (teixits sense estructura 0ssia i grans vasos)

mitjancant la deteccié gammagrafica a 'abdomen i als genolls.

Amb aquestes variables, es van determinar a més a meés el rendiment del
marcatge en tots els casos i la puresa del radiofarmac *°*"Tc-HMPAO en la
distribucio de la radioactivitat a la dosi dels pacients. Aquest controls ja establerts
regularment es van realitzar conjuntament amb la finalitat de justificar la utilitat de

les dades obtingudes.

Es van buscar metodologies al nostre abast que permetessin practicar els controls
escollits dins dels limits desitjats. Per aquest motiu, es van adequar tecniques ja

establertes en altres procediments per adaptar-les als objectius establerts.

Aixi es va validar una nova aplicacié de la citometria de flux multiparametrica per

a la determinaci6 de ’hemograma de la dosi i de I'’estudi de la viabilitat cel-lular.

Per avaluar els diferents components marcats a la dosi es va adaptar un sistema
de separacio dels components de la sang en un medi de densitat especific i
finalment es va desenvolupar un nou sistema d’avaluacié de les dades

gammagrafiques a partir de referencies de la bibliografia.

- 38 -



3. Metodologia

3.7. Procediments realitzats previs a I'estudi

Per les raons anteriorment exposades, es va fer una posta a punt i validacié d’'una
nova aplicacié de la citometria de flux multiparameétrica, aprofitant la disponibilitat

de disposar de la unitat de fenotipatge de I'hospital.

3.7.1. Fonament de la tecnica de la citometria de flux multi parametrica

A les cél-lules de la mostra objecte a analitzar se les marca préviament amb
anticossos especifics de fluorescéncia per a la seva millor identificacié ">, La
fluorescéncia d’aquests anticossos emeten diferents longituds d’ones quan
incideixen amb un raig laser que procedeix del citometre i que conforma ['utillatge

gue es requereix (Figura 6).

Figura 6. Utillatge que conforma un Citdmetre 5500.

La mostra és injectada al citometre en un sistema de flux laminar continu per
facilitar la interaccié del raig laser amb els components de la mostra. En incidir
aquest sobre cada cel-lula es produeix una dispersio de la llum en diferents
longituds d’ona en rad a la seva grandaria i complexitat interna cel-lular i a les
molecules de fluorescencia que la marquen. Aquestes emissions diferenciades

son registrades per detectors adequats a cada tipus de longitud d’ona.

-39 -



3. Metodologia

El citometre esta dotat d’'un detector per a la transmissio frontal FS o Forward
Scatter que permet analitzar les diferents grandaries cel-lulars, un altre per a la
dispersio lateral SS o Side Scatter que analitza les cél-lules segons les seves
complexitats internes i, finalment, altres que capten longituds d’ona per a les
fluorescéncies emeses pels diferents marcadors utilitzats ( FL1,FL2, FL3 ) com es

detalla a la figura 7.

Figura 7. Esquema funcionament del citometre.

Mostra

Sistema informatic

Per obtenir un bon rendiment, cal registrar de I'ordre de 10% interaccions entre el

raig laser i la mostra.

La mostra analitzada en el volum de la mostra és avaluada en grafiques de punts
(dot/plots) mitjancant les combinacions biparamétrigues en escales lineals i

logaritmiques dels esdeveniments detectats a cada detector.
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A cada grafic, el sistema assigna arbitrariament diferents colors per tipus cel-lular
analitzat, per facilitar la seva identificacio visual, aixi com crea finestres per

seleccionar i/o excloure (gating) irealitza nous analisis (Figura 8).

Figura 8. La mostra detectada i analitzada en un volum de la mostra pot ser analitzada
per la combinacio grafica de dos dels detectors emprats (dot/plot).

[\ : Hematies
; —

Leucocits

Plagquetes

10° 10° 10° 10°
CDA45-FITC

La quantificacié de les cél-lules analitzades es realitza segons el nombre de
registres detectats pero és meés habitual la descripcidé en percentatges de cada

tipus present respecte al total de cel-lules observades (Figura 9).
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Figura 9. Exemple de dot/plot per al calcul percentatges.

Hematies
229%

Leucocits
20.7%

Plaquetes
56.4%

10° 10' 10° 10’

CD45-FITC

Els resultats es poden obtenir creant les arees d’interés de manera manual o

automaticament sobre el

grafic.

Per obtenir la quantificacio absoluta expressada en cél-lules diana per unitat de

volum es requereix quantificar en un grafic biparameétric d'escales logaritmiques

una concentracio calibrada de microesferes detectades en FL1 i FL2 i que cal

afegir a la mostra (Figura 10).

Figura 10. Exemple de dot/plot per a calcul absolut.

1023

Leucocits
Microesferes
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En ser d'una concentracié coneguda (certificada pel fabricant) aquestes dades
permeten fer el recompte absolut corresponent a les altres cél-lules diana,

mitjancant la formula seglent:

Recompte absolut ( cél-lules / uL ) = nombre de cél-lules de la poblacié diana x nombre de

microesferes / pL ( proveit pel fabricant ) / nombre de microesferes comptades a FL1 / FL2.

La citometria de flux multiparameétric és una metodologia que s’aplica regularment
en el fenotipatge de cel-lules leucocitaries, que requereix poca mostra, de
procediment rapid i molt fiable donat el nombre elevat de registres obtinguts .

Aquestes caracteristiques han estat el principal condicionant per fer-ne una nova
aplicacio per a la determinacio del components cel-lulars presents a les dosis dels

leucocits marcats amb *"Tc-HMPAO.

3.7.1.1. Validacio de la nova aplicacié de la citometria de flux multi parametrica

Es va practicar una validacié de I'is del métode aplicant els minims controls
possibles, en tractar-se de mostres de pacients, labils i radioactives i sense la
possibilitat de disposar de controls estandarditzats ni repetibles. Per aquest motiu

nomeés es va verificar la selectivitat i la precisio.

3.7.1.1.1. Poblacié per a la validacio

Mostres procedents de 34 persones (20 dones) de 59,2 (£ 19,3) anys amb
diverses patologies inflamatories i infeccioses (18 protesis de genoll, 12 malalties
inflamatories del budell i 4 protesi de maluc) i estudiades amb leucocits marcats
amb *™Tc-HMPAO, van ser emprades per a validar la selectivitat (10 mostres) i
repetibilitat (3 mostres) a I'any 2006 i es van complementar amb altres 21 mostres

I'any 2009 per verificar la reproductibilitat del métode.
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3.7.1.1.2. Procediments realitzats
3.7.1.1.2.1. Selectivitat

Com el métode proposat analitza les diferents cel-lules sanguinies de la mostra a
partir del marcador especific només dels leucocits (CD45 - FTIC), es va verificar la

74

selectivitat del meétode en la identificaci6 i quantificaci6 de les cél-lules

contaminants (hematies i plaguetes) en 10 mostres consecutives.

Per aixd cada mostra es va preparar, a més a més, amb 10 pl d'anticossos
marcadors fluorescents especifics per a cada tipus de cél-lula present i dotats de
diferents emissions de longituds d'ona, per facilitar la seva deteccio:
e Glicoferina A o CD235a conjugat amb ficoeritrina que s'uneix a la
membrana dels hematies ".
e (CD61 conjugat amb isocianat de fluoresceina que s'uneix a la proteina

GPllla expressada en la membrana de les plaquetes .

Realitzada la seva adquisicio, les dades es van analitzar combinant els eixos
logaritmics FS (grandaria) respecte al valor de CD45 (leucocits) per tal d'identificar
els esdeveniments corresponents als hematies, plaquetes i leucocits . Sobre el
grafic es va seleccionar cada grup (gating) i es va realitzar una nova analisi
combinant els eixos FS (grandaria) respecte, en cada cas, a la fluorescéncia del

seu marcador especific (CD235a per a les hematies i CD61 per a les plaquetes) .

Els resultats s'expressen en el percentatge de cada tipus de ceél:-lules diana
identificades pel seu marcador especific per les hematies (Figura 11) i les
plaquetes (Figura 12) respecte al total de les mateixes cel-lules previament

seleccionades com a tals utilitzant el marcador especific dels leucocits.
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Figura 11. Estudi de la selectivitat de les hematies. (A partir dot/plot que utilitza la
detecci6 especifica del leucocits CD45, la poblacié d’hematies seleccionada és verificada
per gating al dot/plot en el seu marcador especific GFA).

Hematies

Leucocits Hematies

Plaguetes

CD45-FITC GFA-PE

Figura 12. Estudi de la selectivitat de les hematies. (A partir dot/plot que utilitza la
detecci6 especifica del leucocits CD45, la poblacié d’hematies seleccionada és verificada
per gating al dot/plot en el seu marcador especific CD61).

Hematies

Leucocits

Plaguetes

10 101 107 109
CD61.FITC

3.7.1.1.2.2. Precisi6

D'altra banda, per establir la precisié '’ del métode es va determinar la seva

repetibilitat i reproductibilitat.
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3.7.1.1.2.2.1. Repetibilitat

La repetibilitat es va valorar en un mateix dia, mitjancant l'analisi de tres mostres

replicant en cadascuna 10 determinacions per a cada tipus de parametre estudiat.

Els resultats es van expressar en percentatges de cada tipus de cel-lula diana
respecte al total de cél-lules presents i en valors de recompte absolut per a
cadascuna d'elles, mentre que la viabilitat dels leucocits, es va expressar en el
percentatge de cél-lules viables respecte al total.

3.7.1.1.2.2.2. Reproductibilitat

La reproductibilitat de la técnica es va establir amb la determinacio per triplicat
d'una mostra diaria i diferent durant 21 dies successius per determinar els

hematies, plaquetes , leucocits i les seves subpoblacions.

3.7.1.1.1.3. Tractament estadistic de les dades validaci6

Es van determinar per a les variables quantitatives: la mitjana, la desviacié
estandard i els coeficients de variacié per al replicat de cada mostra. Per

8

determinar la concordanca intraclasse "® es va utilitzar un paquet estadistic SPSS

versio 15.

3.8. Procediments propis de I'estudi

El procediment del marcatge dels leucocits amb *™Tc-HMPAO es va realitzar a
les dependencies estérils de la unitat de Radiofarmacia. La preparacio
extemporania del radiofarmac **"Tc-HMPAO ™, precursor del marcatge, es va
realitzar a partir del ®™Tc obtingut d’eluits ® de generadors ®*Mo / *™Tc de
30GBg de les firmes Amersham de GE® (General Electrics. Madrid, Spain) i
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Mallinckrodt (Tyco ®, Madrid, Spain) amb equips reactius de HMPAO 8! (Ceretec,
Amersham de GE®, Madrid , Spain).

Les dosis administrades van ser de 262.3 (x 81.4) MBg amb un rendiment de
marcatge global del 45.1 (+ 11.6) %.

A continuacié es descriu el procediment realitzat seguint I'ordre cronologic
d’actuacio al treball. En el primer lloc, es descriu la nova aplicacio de la citometria
de flux multiparamétrica per a ser utilitzada com a un dels nous controls proposats

en l'estratégia d’aquest treball.

3.8.1. Grup |

En aquest grup es va determinar un hemograma complert i la viabilitat leucocitaria

dels components de la dosi.

3.8.1.1. Poblacié estudi grup |

Al primer grup conformat per 87 pacients (48 dones) amb una edat mitjana de
59,2 (SD: 19,3) anys, afectats de diverses patologies inflamatories i infeccioses:
10 colitis ulcerosa, 6 Crohn, 3 implantacions vasculars, 2 febres d’origen
desconegut (F.O.D.), 18 protesis de maluc, 27 protesis de genoll i la resta d’11

pacients en sospita d’infeccid dssia en diverses localitzacions.

3.8.1.2. Hemograma complert i la viabilitat leucocitaria

50 ul de la mostra es van pipetejar mitjangant la técnica de pipeteig revers, amb
20 pl d'anticos 7 - amino - actinimicina - D (7- AAD) que s'uneix a les cadenes
ADN quan hi ha ruptura de la membrana per determinar I'apoptosi cel-lular % i
amb 10 ul de Anticos CD45 conjugat amb isocianat de fluoresceina (FITC) que

s'uneix a I'antigen leucocitari comd ® per a la correcta identificacio dels leucdcits
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(tots dos marcadors de Beckman - Coultertm). La barreja es va incubar durant 20
minuts a temperatura ambient i en la foscor. En acabar es va resuspendre amb 1
mL de PBS i just abans de l'adquisicid, utilitzant també la técnica de pipeteig
revers, es van afegir 50 ul d'una suspensio calibrada de microesferes (Perfect -
Count microspherestm, de Cytognostm) per al recompte absolut de les cel-lules

analitzades &*.

Immediatament després, es va realitzar I'adquisici6 en un citometre Cytomics
FC500 (Beckman — Coultertm) proveit amb un laser d'argé de 488 nm de longitud
d'ona i diferents detectors per a les interaccions del laser amb la mostra.
L'adquisicié i analisi de les dades es va realitzar pel sistema Expo32 ADC
(Beckman — Coulter). Cal esmentar abans de descriure el procediment de I'analisi
de la mostra que es va verificar previament el calibratge del citometre amb fluor

esferes marcades (Flow - check, Beckman - Coultertm).

Es van adquirir 5x10* esdeveniments per al recompte de plaquetes, hematies i
leucocits i en un segon temps, un minim de 1x10* esdeveniments per a I'estudi de
la viabilitat dels leucocits i per al recompte de les subpoblacions leucocitaries
(limfocits , monaocits i neutrofils). La combinacio triada per diferenciar i quantificar

les cél-lules presents es mostra a la figura 13.

Figura 13 . Exemple de dot/plot triada per analitzar 'lhemograma de la dosi.

Hematies

Leucocits

10° 10’ 10° 10’
CD45-FITC
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Les hematies i leucocits es van localitzar a la porcio alta de I'escala FS mentre
que les plaquetes van quedar per sota d'aquests, en ser de menor grandaria.
D'altra banda, els hematies i plaguetes (CD45-) es van localitzar a la porcio baixa
de I'eix d'abscisses respecte als leucocits (CD45+) situats en la porcio alta de la

mateixa.

En la segona adquisicié es van utilitzar una combinacio entre els esdeveniments
detectats en dispersié lateral a SS (estructura cel-lular) i els corresponents a la
fluorescéncia amb CD45 (leucocits). En aquest cas es va fer servir una live-gate o
finestra per excloure els esdeveniments corresponents a plaquetes i hematies
(CDA45-) (Figura 14).

Figura 14. Gating practicat sobre la poblacié dels leucocits per al seu posterior analisi.
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En la figura 14 els diferents tipus dels leucocits (tots ells CD45 positius) van
guedar agrupats en l'escala SS segons la seva complexitat interna: els limfocits
en la porcio baixa, els monaocits en la porcio intermédia i els neutrofils en la porcio

alta.

Per a la viabilitat, s'ha utilitzat la combinacio d'una escala lineal SS i una escala
logaritmica per la fluorescéncia detectada amb 7 - ADD. Les cel-lules viables van

guedar agrupades a la zona baixa de les abscisses en ser 7 - ADD negatives,
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mentre que les cel-lules apoptotiques van quedar en les porcions intermedies i

alta de la mateixa escala (Figura 15).

Figura 15. Exemple dot/plot utilitzat per la viabilitat leucocitaria.
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Finalment, els resultats es van expressar com el nombre d'esdeveniments de
cada grup (o cél-lules diana) per unitat de la mostra preparada i en els
percentatges de cada grup respecte al total de cel-lules analitzades en la mateixa

figura.

Per obtenir el recompte absolut %, expressat en cél-lules diana per unitat de
volum de la dosi (ul), es va emprar i detectar una concentracio calibrada i
coneguda de les microesferes detectades en FL1 i FL2. A partir daqui,
multiplicant el recompte absolut calculat de cada ceél-lula diana analitzada pel
volum de la dosi expressat en pl, es va obtenir el nombre total de cada tipus

cel-lular present en la dosi del pacient.

3.8.2. Grup I
En aquest grup, es va practicar una determinacié de la distribucio de I'activitat

radioactiva a la dosi i la puresa del radiofarmac *™Tc-HMPAO. (Grup Il de

I'estudi).
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3.8.2.1. Poblacio estudi grup Il

La mostra de pacients va estar conformada per 101 pacients (52 dones) de 61,6
(SD: 22,5) anys afectats de diverses patologies inflamatories i infeccioses: 9
Colitis ulcerosa, 6 Crohn, 6 intervencions quirdrgiques als vasos, 2 F.O.D., 12
protesis de maluc, 26 protesis de genoll i una miscel-lania de 30 pacients amb

sospita infecciosa a diferents llocs del seu esquelet ossi.

3.8.2.2. Distribuci6 de l'activitat radioactiva a la dosi

En aquest cas, per identificar els percentatges de “™Tc lligat al plasma,
plaquetes, hematies, limfocits i neutrofils en les dosis es va aplicar una tecnica de
centrifugacio en gradients de solubilitat diferents de la mostra i es va determinar el

percentatge de radioactivitat mesurada a cada fraccio .

El procediment va ser el seglent: Una aliquota amb un minim d’activitat de 100
MCi (3,7 MBQ) de la dosi es va diluir fins a 5ml amb plasma no radioactiu obtingut
en el procediment del marcatge i que contenia restes d’expansor de les hematies.
D’aquesta suspensié recent preparada, 3 ml varen ser afegits damunt de 3 ml de
soluci6 Hystopaque 1077 (Histopaque®, Sigma. Barcelona, Spain) i es van
centrifugar durant 20 minuts a 400g. Amb aquest procediment s’observa un anell i
un precipitat separats per fraccions liquides. A la primera fracci6 liquida superior
es van localitzar les plaquetes i el plasma, a I'anell a continuacio, els limfocits i
monaocits, la fraccid seglent va ser indeterminada i al precipitat restant els
granulocits i hematies presents. Per una nova centrifugacié de la primera fraccié
liquida es va separar el plasma de les plaquetes. Per una hemolisi del precipitat
amb 3 ml de H,O per a injectables i posterior centrifugacioé durant 5 minuts a 200 g

es van separar els hematies dels granulocits ®’.

A la bibliografia es descriu un altre metode utilitzant dos solucions de densitat
diferent per separar els granulocits de les hematies. En el nostre cas no es va

poder reproduir aquest sistema ja que la mostra utilitzada no tenia la mateixa
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densitat de la sang total i s’opta per utilitzar només una sola densitat. La
radioactivitat es mesura en MBq per lectura directa de cada fraccié obtinguda, a
I'activimetre (CAPINTEC - CRC7, Madrid, Spain) a la finestra del *™Tc. Un

esquema del procediment utilitzat es detalla a la figura 16.

Figura 16. Esquema del procediment realitzat per obtenir el fraccionament i comptatge

dels components marcats ala dosi.

Plasma
Plaquetes
Limfacits
Monbcits

Hematies
Granulocits

"~ Hystopaque 1077

Mostra

3.8.2.3. Procediment per a la determinacié de la puresa del **"Tc-HMPAO

Aquest control es va realitzar aprofitant les caracteristiques lipofiliques i

hidrofiliques dels dos isdbmers presents en la forma quimica del preparat .

Com a reactiu s’empra una solucié immiscible de 3 ml de solucio salina fisiologica
i 3ml de cloroform preparats previament en un tub amb tap perforable. Una petita
mostra (0,1ml) d’'una preparacié extemporania recentment preparada del **™Tc-
HMPAO, s’injecta al tub reactiu, s’agita vigorosament per homogeneitzar la
mostra i s’espera a la separacié de nou de les fases immiscibles del reactiu. A la
fase salina es va localitzar I'isdbmer hidrofilic del **"Tc-HMPAO mentre que

I'isdbmer lipofilic es va trobar a la fase cloroformica ®°.

Es van separar les dues fraccions obtingudes i la radioactivitat de cada fracci6 es
mesura en MBq per lectura directa de cada fraccid obtinguda, a l'activimetre
(CAPINTEC - CRC7, Madrid, Spain) a la finestra del *™Tc (Figura 17).
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Figura 17. Esquema del procediment realitzat per determinar puresa *"Tc-HMPAO.
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La puresa del preparat s’expressa en el percentatge obtingut a la fase
cloroformica respecte al total de la radioactivitat de la mostra (fase salina + fase

cloroformica).

3.8.3. Grup Il

En aquest grup es va practicar una determinacio per a la localitzacié de la dosi en
els pacients a I'abdomen i als genolls A la seva vegada es van conformar dos
subgrups segon la localitzacié de la deteccio, una per a 'abdomen i un altre per

als genolls.

3.8.3.1. Poblacié estudi grup Il
Va ser conformada per un total de 124 pacients que es van agrupar en dos
subgrups diferents. Les diverses patologies inflamatories i infeccioses que

presentaven es detallen per a cada subgrup.
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3.8.3.1.1. Poblacié subgrup I1A

Aquest subgrup estava conformat per 84 pacients (43 dones) de 56,7 (SD:19,8)
anys, afectats de diverses patologies inflamatories i infeccioses: 23 Colitis
Ulcerosa, 12 Crohn, 10 post intervencié quirdrgica als vasos, 1 F.O.D., 32 protesis
de maluc, 4 de genoll i una miscel-lania restant de 3 casos més de patologia

ossia.

3.8.3.1.2. Poblaci6 subgrup 111B

Aquest subgrup estava conformat per 48 pacients (26 dones) de 76,7 (SD:11,8)
anys, afectades de diverses patologies inflamatories i infeccioses: (3 colitis
ulceroses, 3 protesis de maluc , 27 protesis de genoll i una miscel-lania d’11

casos d’afectacio ossia diversa.

3.8.3.2. Procediment realitzat al grup IlI

L’estudi es va dur a terme sobre les darreres imatges gammagrafiques planars de
les projeccions anteriors obtingudes a I'abdomen i genolls dels pacients. El motiu
principal va ser fer més evident el manteniment del funcionalisme dels leucocits
marcats, aixi com la possible interferéncia dels altres components marcats

romanents en el cos del pacient *°.

Es van dissenyar les zones d’estudi més representatives de les localitzacions dels
components de la dosi i, a la vegada, que fossin més excloents les unes de les
altres. Les arees triades van ser les corresponents als 0ssos, grans vasos i teixit

muscular .

Se'ls va realitzar deteccions gammagrafiques en un sol pla localitzades en les

arees abdominals i genolls amb gammacameres SIEMENS e CAM® de doble
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capcal (Siemens, Erlangen, Alemanya) amb col-limadors de baixa energia i alta
resolucio (Figura 18).

Figura 18. Detall de la gammacamera Siemens e CAM® de doble capcal emprada a
I'estudi.

A cada imatge obtinguda es va delimitar una petita area ROl de 100 pixels
aproximadament que es va traslladar sobre cadascuna de zones descrites per a
la seva quantificacié en comptes %. Es va emprar la mateixa petita area ROl per

evitar la contaminacié amb altres estructures afins i per evitar fonts d’errors.

3.8.3.2.1. Detecci6 abdominal

Sobre cada imatge obtinguda en la projecci6 anterior de I'abdomen, les arees ROI

es van localitzar a cresta iliaca, venes iliagues o parts toves (Figura 19).
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Figura 19. Imatge que mostra com la mateixa area ROI es va situar damunt la cresta
iliaca, vasos i part toves.

Crestailiaca

Parts toves

Vas
sanguini

Es va triar la localitzacié ossia de les crestes iliaques amb la finalitat d’obtenir una
localitzacié dels leucocits marcats administrats, capac de demostrar la integritat
del seu funcionalisme en ocupar el mateix I'espai del sistema fagocitic
mononuclear que ocuparien en condicions normals *. A part, una altra avantatge
va ser la proximitat del detector que ens assegurava un major nombre de comptes

en la detecci6.

Respecte a la deteccié en arees vasculars, s’esperava contrastar la persisténcia
d’activitat com indicacié romanent dels altres components marcats a la dosi, com
els hematies i I'elucié del ®™Tc procedent de les cél-lules marcades. Finalment,
per contrastar millor aquestes localitzacions es pretenia avaluar la deteccié a
teixits poc vascularitzats, com indicador de I'’entramat de vasos capil-lars comuns
a totes les arees i per dur a terme una correccié de fons romanent a les arees

estudiades.
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3.8.3.2.2. Deteccio als genolls

Sobre cada imatge obtinguda en la projeccio anterior centrada en els genolls, les
arees ROI es van localitzar als ossos llargs (fémur o tibia), vasos sanguinis (venes

safenes) i parts toves corresponents a teixit muscular (Figura 20) .

Figura 20. Imatge que mostra com la mateixa area ROl es va situar damunt el fémur,
vasos i part toves.
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La deteccio al femur i/o tibia distal, va ser per contrast, per evidenciar una menor
captacio dels leucocits marcats, en tractar-se d’'una zona empobrida en el sistema

fagocitic mononuclear *.

Respecte a la deteccié en arees vasculars s’espera, al igual que en la deteccio
abdominal, contrastar la persistencia d’activitat com indicacié romanent dels altres
components marcats a la dosi com els hematies i I'elucié del ®™Tc procedent de

les cél-lules marcades.

-57 -



3. Metodologia

Finalment, per el mateix motiu que en el cas de les imatges abdominals per
contrastar millor aquestes localitzacions es pretenia avaluar la detecci6 a teixits
poc vascularitzats, com indicador de I'entramat de vasos capil-lars comuns a totes

les arees i per dur a terme una correccio de fons romanent a les arees estudiades.

3.8.4. Grup global

El conformen la totalitat dels pacients estudiats amb **"Tc-HMPAO marcant els
seus propis leucocits en I'estudi de les seves patologies inflamatories i infeccioses
i aqui se’ls hi va realitzar els controls de qualitat proposats com a nova estratégia

de qualitat de forma separada com s ‘ha detallat fins ara.

3.9. Tractament estadistic de les dades

L'analisi estadistica es va realitzar amb el programa SPSS per a Windows, versio
15 (SPSS Inc, Chicago), i Sata / IC 13. Es va considerar un valor de p < 0.05 com

estadisticament significatiu.

Es va utilitzar la prova de Kolmorov-Smirnov (prova K-S) per provar les variables
de distribuci6 normal. Les variables continues i amb distribuci6 normal es
presenten com a mitjana + desviacié estandard (SD) amb valors de rang, mentre
gue les variables continues que mostren la distribuciéo asimeétrica es presenten

com mediana amb valors de quartils 251 75 o de rang (min - max).
La concordanca de I'efectivitat diagnostica final entre la mostra total i per a cada

un dels tres grups es va establir mitjancant I'acord global i I'index kappa. A més a

més es va aplicar el test de Mann Whitney per establir diferencies significatives.
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3.10. Interpretacio dels resultats

Per avaluar la utilitat de la nova estratégia establerta amb els controls establerts i
maneig de les dades obtingudes es mostra una descripcidé del resultats segon

com s’han anat estudiant.
En primer lloc, s’ha fet una comparacié entre la poblaci6 de gammagrafies
positives respecte a les negatives per determinar I'impacte en el dia a dia de

I’exploracid.

En segon lloc, conegut i verificat el resultat clinic, es va fer una analisi descriptiva

de cada indicador.

Finalment per avaluar desviacions metodologiques es van comparar les dades

corresponents al veredictes clinics finals veritables i falsos.
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4.1. Validaci6 de la nova aplicacio de la citometria de flux multi parametrica

4.1.1. Selectivitat

A partir de les poblacions seleccionades de les hematies i plaguetes analitzades

en el dot/plot per el CD45 es van verificar i quantificar segons la seva deteccié en

els seus marcadors especifics. La glicoforina — A (GFA o CD235a) per a les

hematies i CD61 per a les plaguetes. Els dot/plots emprats es detallen a la figura

21.

Figura 21. Exemple dels dot/plots emprats en la determinacio de la selectivitat avaluada.
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La quantificacié es va realitzar de manera automatica en el mateix citometre per

lectura directa de la poblacié seleccionada, i a més va ser verificada de manera

manual tal i com es detalla a la taula 5.
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Taula 5. Quantificacio a les arees de les hematies i plaquetes en el dot/plot emprant la
deteccio de CD45 i la seva verificacié de la mateixa area en el seu marcador especific.

Selectivitat Hematies Plaquetes
Mostra CD45 CD235a % CD45 CD61 %
1 30157 29990 99.4 62231 58998 94.8
2 97147 96215 99.0 255667 243944 95.4
3 57035 56035 98.2 142051 138000 97.1
4 78100 77980 99.8 155368 151800 91.7
5 71497 71350 99.8 227561 221189 97.1
6 69162 68589 99,2 133837 133338 99.6
7 105706 104508 98.9 108810 105000 96.5
8 64868 64800 99.9 77542 75555 974
9 111242 110133 99.0 174005 173890 99.9
10 97953 97600 99.6 71335 69995 98.1
X 78286,7 77720,0 99,3 140872, 7 137171 97 4
SD 25073.0 248212 0.5 65120,2 62798,0 1.6

Una selectivitat de 99,3 % (SD:0,48; rang de 99,0-99,9 %) es va obtenir per als
globuls vermells i de 97,4% (SD: ,2%; rang de 94,8-99,9 %) per a les plaquetes.

4.1.2. Precisio

4.1.2.1. Repetibilitat

La precisié del metode determinada per mitja del coeficient de variacio (CV) de

cada tipus de cél-lules analitzades en tres mostres amb 10 replicats, com s’havia

descrit a la metodologia, es detalla per als valors absoluts a la taula 6 i en

percentatges a la taula 7.
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Taula 6. Hemograma de la dosi, calculat en cél-lules absolutes.

Hematies Plaguetes Leucocits
muostra 1 mostra 2 mostra 3 maostra 1 mostra 2 maostra 3 mostra 1 mostra 2 mostra 3
57168 59305 76186 122666 23550 147252 36875 34386 47671
hT342 59432 76125 123666 23504 146822 36775 34343 47474
58639 59549 76095 124518 23530 146558 36095 34241 47556
ABATO 59529 75954 120518 23525 146635 37669 34423 47587
59064 59461 76215 122166 23509 147525 37180 34463 47585
49062 53813 65684 93184 20410 119818 32665 31786 43501
43888 53686 65745 92182 20455 120248 32765 31829 43697
47591 53569 GATTA 91330 20430 120512 33445 31931 43616
49660 53589 65915 95330 20435 120435 31871 317449 43585
47162 536AT 65654 93682 20451 119545 32360 31709 43587
X 53115 56559 70935 107924 21980 133535 34770 33086 45586
SD 4993 3054 5461 15648 1627 141564 2329 1357 2097
cv 9.4 5.4 77 14,5 7.4 10,6 6,7 4.1 4.6
Taula 7. Hemograma de la dosi, calculat i expressat en percentatges.
Hematies (%) Plaquetes (%) Leucocits (%)
mostra 1 mostra 2 mostra 3 mostra 1 mostra 2 mostra 3 mostra 1 mostra 2 mostra 3
271 497 28.3 56.6 20,1 55,1 17 28.8 17.3
26,3 493 28,2 57.8 20 543 16,9 30,7 17.6
26,9 49,6 28,2 57,7 201 55 16,5 28.9 17.4
27 50,7 28.4 54 204 84,3 17.5 28,7 17.6
27 50,6 28.5 57 202 546 17,3 28.5 17,5
276 49,7 28.5 53.3 19.3 52,3 18,7 30,9 19.3
277 499 284 56 19,3 521 17,7 37 19
276 48,9 28,6 52,5 19.4 52 18,5 28.9 19,2
275 49,6 28,7 83.9 19,3 54,9 18,2 31,6 19
272 498 28.3 53 19,3 52.3 18.4 3.3 19.1
X 272 498 28.4 552 19,7 53,7 17,7 30 18.3
SD 0.4 05 02 2 0.5 13 0.8 1,3 0.9
cv 1.5 1,1 0.6 3.7 2.3 2.5 4.3 4.5 4.7

A les taules 8 i 9 es detallen les valors obtinguts per a la poblacié leucocitaria

present a la dosi, expressats en cel-lules absolutes i percentatges.
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Taula 8. Poblacions leucocitaries presents a la dosi expressades en cél-lules absolutes.

Limfocits Monocits Neutrofils
mostra 1 mostra 2 mostra 3 mostra 1 mostra 2 mostra 3 mostra 1 mostra 2 mostra 3
5045 11206 13714 2717 9211 5014 27965 12386 26808
4578 10178 12056 2718 9176 4523 27975 12011 26826
5003 11246 13789 2712 9189 5337 27770 12347 24788
5078 10276 13711 271 9438 5011 27875 12393 26806
5012 11198 13980 2715 9987 5234 27925 12397 24609
4521 10976 12078 2499 9534 4470 24885 12022 25002
5023 10876 12089 2498 9077 4460 24875 12560 25506
4678 10008 13780 2604 9871 4503 25080 11541 24567
4533 10877 13547 2505 9346 5511 24975 12496 25510
4563 10080 12245 2501 9993 4489 24925 12491 24665
X 48034 10692 1 13098.9 2608 9482 2 48552 26425 12264 4 25508,7
sD 246 501 853 112 351 412 1559 315 960
cv| 51 47 6.5 43 3.7 8.5 5.9 2.6 3.8

Taula 9. Poblacions leucocitaries presents a la dosi expressades en percentatges.

Limfocits (%) Monocits (%) Neutrofils (%)
mostra 1 mostra 2 mostra 3 mostra 1 mostra 2 mostra 3 mostra 1 mostra 2 mostra 3
14 31.3 37T 7.5 276 15,9 75,2 794 748
13 3.3 40,2 7.6 248 13.7 76,1 78.4 81.6
14,3 N7 KT 7.6 27,3 13,9 74,6 78,3 74,1
13.3 T 375 74 272 13.7 752 78.3 75.3
14.4 31,6 a4 7.5 245 14 74,6 78.4 81.4
13,3 3.3 40,6 7.8 258 18,5 76,4 78 81.9
13,6 3.2 40,8 7.9 255 13.8 755 76 75.8
13.4 30,8 391 7.9 251 15,5 76,1 78.1 74.3
13,2 30,7 372 7.8 247 14,5 751 78 78,7
14,4 3 40,5 7.9 275 154 LA 77.9 81.7
X 13.7 31.3 38.8 7.7 26 14,6 75,6 78.1 i
SD 0.5 04 1,6 0,2 1,3 0,9 0,8 0,8 35
cv| 39 11 4.1 25 49 6.1 11 1.1 45 |

Els resultats de la viabilitat leucocitaria es va expressar nomes en percentatges
per ser la forma habitual de ser expressada (Taula 10) en les 10 determinacions

per mostra realitzada en 3 pacients.
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Taula 10. Resultats dels valors obtinguts de la viabilitat leucocitaria.

Un compendi de totes aquestes dades queden resumides a la taula 11.

Viabilitat %
mastra 1 mostra 2 mostra 3
981 98.5 97.3
98,2 97.2 97.5
97.9 98,9 99,2
97.9 93.8 97 .4
98,2 98,2 98.2
98,3 98.6 99.3
88,2 93.0 977
97.9 98.5 98.8
98,3 98,7 977
98,2 98,8 97.5
X 98.1 98.4 98.1
sD 0.2 0.5 0.8
cv| 02 0,5 08 |

Taula 11. Valors obtinguts segon el sistema de mesura practicat per avaluar la
repetibilitat de la mostra analitzada.

CV percentatge cel-lular CV cel-lules absolutes
Hemograma

Mostra 1 | Mostra 2 | Mostra 3 | Mostra 1 | Mostra 2 | Mostra 3
Hematies 1,5 1,1 0,6 9,4 7,7 5,4
Plaguetes 3,7 2,3 2,5 14,5 10,6 7.4
Leucocits 4.3 4.6 4.7 6,7 4.6 41
Limfocits 3,9 1,4 4,1 51 4,7 6,5
Monocits 2,5 4.9 6,1 4,3 3,7 8,5
Neutrofils 1,3 11 4,5 5,9 2,6 3.8
Viabilitat 0,2 0,5 0,8 ND ND ND

ND: No Determinat

CV: Coeficient de variacions
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Considerant els rangs de valors precisos els expressat amb un CV < 8%
(acceptable: CV 8% -14%, regular CV 15% -20%, i imprecis CV > 20%, va
resultar que el métode era més precis (CV < 7%) quan els resultats s’expressaven
en percentatge cel-lular tot i ser acceptable (CV < 14%) per als recomptes de

cel-lules absolutes (Figura 22).

Figura 22. Representaci6 grafica dels CV obtinguts a la repetibilitat.
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Respecte a la viabilitat leucocitaria, els valors obtinguts van ser els esperats amb

un valor promig del 98,1 % (SD:0,9%), com es detalla a la figura 23.

Figura 23. Representacio grafica de la viabilitat leucocitaria.
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4.1.2.2. Reproductibilitat

Els resultats obtinguts del CV promig de cada mostra i per a cada variable

determinat en 21 mostres consecutives a dies alterns es detalla a la taula 12.

Taula 12. CV obtinguts en 21 mostra per al calcul de la reproductibilitat.

mostra Hematies FPlaquetes leucocits limfocits monocits  neutrofils
1 10.2 | 255 | 6.2 24 B 3
2 b4 9 0.4 3.3 1.9 4.1
3 2.7 34 34 3.2 1.9 2.2
4 8.6 12 2.1 2.4 2.9 1.9
5 14,7 15.5 9.9 1.6
B 14.5 16.3 27,2 7 b2 31
7 7.2 bh.g 5.9 16,2 11 12,3 |
B 11.1 16.3 7.3 9.5 36,8 47
9 B 2 5.6 6.6 36.8 47
10 3.6 b5 0.2 3 24 1.8
1 1 ] 4,9 2.6 3.9 3.3
12 8.8 10 8.6 12,6 16,2 12,7
13 B T.3 10.3 13.3 13.3 11.1
14 3.6 4.8 0.9 7.2 b4 31
15 6.9 6.3 b 1.4 1.6 1.6
16 5 3.3 5.3 3 b4 4.1
17 3.1 3.9 3.2 5 8.1 6.7
18 4.2 3.9 45 2.3 3.6 3.2
19 2.3 0.6 1.8 4.7 2.9 2.7
20 4.3 3 45 5.2 4.4 4.3
21 34 4.7 34 6.8 3.1 24
min 27 2 0.2 2.3 1.6 1.6
max 15,8 255 272 16,2 36.8 222
mitjana B 55 4.9 A 4.4 33
m 3.6 3.9 3.2 3 29 2.7
Q3 8.8 10 6,2 7,2 8.1 4.7

A la taula es descriuen encerclats els valors considerats atipics. A la vista del
resultats, tots els valors mitjans de CV per a cada tipus de cel-lula es van

considerar precisos (< 8%).
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Pel que fa a la correlacié dels valors obtinguts, considerant baix si el seu valor
oscil-lava entre 0,2 i 0,4; moderat entre 0,41-0,79; i alt entre 0,8-0,9; tots els valors
obtinguts del coeficient de correlacié intraclasse (ICC), per a cada tipus de
cel-lula van ser molt concordants (p < 0,001) i no hi va haver diferéncies

significatives entre les taxes d’ ICC.
Per tal de destacar el rigor de la metodologia proposada, els resultats de la CV
van ser estimats com a percentatges , d'acord amb els limits de precisio establerts

de 7,101 14 %.

Els resultats obtinguts compendi de totes les determinacions anteriors es detallen

a lataula 13.

Taula 13. Precisi6 de la reproductibilitat.

Cél-lules absolutes
Hemograma

ICC (IC95%) | CV (IC95%) | CV (S7%) | CV (£10%) | CV ($14%)
Hematies ?6?772-0,99) 6.9 (54-9,1) | 61,9 81,0 90,5
Plaquetes ?6?2;12-0,98) 8,1 (5,1-11) 66,7 81,0 85,7
Leucocits ?6?981_0199) 6.2 (3.2-9.2) | 81,0 85,7 85,7
Limfocits ?6?98_ ose) | B3(4384) 762 85,7 95,2
Monocits ?6?57-0,99) 8,6(3,437) |714 76,2 85,7
Neutrofils ?6?57-0,99) 5,5(2,9-81) | 85,7 90,5 95,2

CV: Coeficient de variacio
ICC: Coeficient de correlacid Intra-classe

La representacio grafica dels valors de CV dels parametres estudiats en quartils a

on es pot apreciar que tots els valors de CV obtinguts per al tercer quartil no

superen un valor del 10 %, es presenta a la figura 24.
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Figura 24. Box/plot per a la representacio valors quartils Q1 i Q3, limits inferiors i

superiors i valors atipics dels coeficients de variacié de la reproductibilitat.
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4.2. Utilitat de I'estratégia de qualitat instaurada

Donat que la major part dels resultats obtinguts no han presentat una distribucié

normal, es va optar per presentar els resultats expressats en els valors de la seva

mediana i quartils 25 (Q1) i 75 (Q3) i amb el rang entre els valors limits superior

(Ls) i inferior (L;). Per realitzar la comparativa estadistica dels resultats es va

emprar el test U de Mann Whitney, com ja s’ha indicat abans a I'apartat de la

metodologia estadistica utilitzada.

Partint d’aqui i tal com s’ha detallat al capitol anterior a I'apartat del tractament de

les dades, es van establir tres tipus d’avaluacions en aquest treball. En primer lloc,

es va realitzar una comparativa de la mediana i quartils dels valors obtinguts

segons el criteri diagnostic establert a la gammagrafia, per verificar la seva utilitat

en la practica diaria.
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Posteriorment, conegut el diagnostic clinic final del pacient, es va fer una
representacio descriptiva dels valors de cada variable agrupats segon I'encert
diagnostic i per fer després una valoraci6 comparativa entre els valors obtinguts
en els casos estudiats, segons la certesa o falsedat del resultat clinic. Aquest
darrer punt es va fer amb la finalitat de verificar desviacions metodologiques que
podrien justificar els possibles errors diagnostics per la gammagrafia.

4.2.1. Grup |. De 'hemograma i viabilitat leucocitaria

Es presenten les dades obtingudes segons el criteri abans exposat de les

variables estudiades al grup I.

4.2.1.1. Dades comparatives segons diagnostic gammagrafic

Es detallen ala taula 14.

Taula 14. Dades comparativa de les variables (mediana i percentils Q1 i Q3) segons el
resultat de la gammagrafia en 87 estudis.

e G oL
Rendiment (%) 49,9 (37,8-56,1) 50,6 (44,9-56,3) 0,271
Total cél-lules/dosi 676 (470-1016) 825 (650-1043) 0,254
Hematies (x10%)/dosi | 232 (127-325) 209 (116-368) 0,569
Plaquetes (x10%)/dosi | 260 (165-532) 315 (221-557) 0,375
Leucocits (x10%)/dosi | 153 (69-222) 134 (90-260) 0,648
Limfocits (x10°)/dosi 27 (14-56) 37 (17-57) 0,295
Neutrofils (x10%)/dosi | 93 (50-148) 93 (55-185) 0,54
Viabilitat (%) 98,3 (97,2-99) 98,6 (97,5-99,3) 0,321
Total estudis 53 34
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No es van observar diferéncies significatives entre les variables estudiades. Es
detectd una tendéncia d’'un major nombre de cel-lules totals a expenses de les
plaguetes en els casos positius. Les xifres de leucocits indicaven que no en tots
els casos s’havien assolit els 200 milions aconsellables de marcar o inclius molt

per sota de la mateixa tant en els resultats positius com negatius (Figura 25).

Figura 25. Box/plot dels Q1,Q3 limits inferiors, limits superiors i punts atipics obtinguts
en I'hemograma de la dosi, segons els resultats positiu (P) o negatiu (N) de la
gammagrafia.
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No es van observar diferencies significatives entre les dades comparades. Cal
esmentar que el maxim component present a la dosi eren les plaguetes, seguit

per les hematies i finalment els leucocits.

Per altre part, i com era d’esperar, es va mantenir la proporcid entre les

poblacions leucocitaries, com es pot apreciar a la figura 26.
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Figura 26. Percentatges dels rendiments del marcatges, la viabilitat cel-lular i les
poblacions leucocitaries obtingudes a les dosis dels pacients del grup |, agrupats segons
el resultat de les gammagrafies positiu (P) o negatiu (N).
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El rendiment del marcatge va ser similar amb una major amplitud en els casos
negatius. La viabilitat va ser molt alta, sense diferencies segons el resultat de la
gammagrafia. Els percentatges de les poblacions leucocitaries van ser els

esperats.

4.2.1.2. Dades segons el diagnostic clinic
Es va verificar I'evolucié clinica del pacient per constatacié en la seva historia

clinica al cap de 2 anys del diagnostic definitiu, tal com s’ha descrit abans a

I'apartat de la metodologia emprada (Taula 15).
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Taula 15. Descripcié del
diagnostic.

nombre de casos per a cada localitzacié patologica i encert

GRUP | Global FN FP VN VP
Budell 16 0 1 5 10
Vasos 3 0 0 3 0
Inespecific 2 2 0 0 0
Crani 4 0 1 1 2
Torax 0 0 0 0 0
Pelvis 18 3 0 11 4
Colze 2 0 0 1 1
Canell 3 0 0 2 1
Féemur 0 0 0 0 0
Genoll 32 2 1 19 10
Tibia 0 0 0 0 0
Peus 7 1 0 3 3
Total estudis 87 8 3 45 31

FN: Falsos negatius; FP: Falsos Positius; VN: veritables negatius; VP: veritables positius

Com a dades rellevants indicar que els resultats de falsos negatius van ser 2

estudis per determinar la localitzacié dels leucocits **"Tc-HMPAO en pacients

amb sospita de F.O.D., 3 protesis de maluc i 2 protesis de genoll, aixi com un

estudi d’osteomielitis al calcani. Per altre part es van verificar com falsos positius

un cas de colitis ulcerosa, una sospita d’infeccié a un pacient amb cirurgia al

maxil-lar i una altre cas amb una artritis del genoll.

4.2.1.3. Dades descriptives dels parametres estudiats agrupats segons diagnostic

clinic.

Segons el tipus d’encert diagnostic i fent esment dels casos falsos negatius (FN),

casos falsos positius (FP), casos veritablement negatius (VN) i els casos
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veritablement positius (VP), es fa una descripcié dels resultats obtinguts per a
cada parametre avaluat expressats en valors de la mediana i quartils (Taula 16) .

Taula 16. Dades descriptives dels parametres de 'hemograma de la dosi (mediana i
guartils).

Grup | Global FN Fp VN VP
. 50 40 44.1 514 50,1
0 1 1 1
% Rendiment | )5 6 56y | (36-51) (40.4-47) | (42,5-57,3) | (45,1-55,9)
Col-lules totals | 739%10° 563 x10° | 564 x10° | 692 x10° | 853 x10°
(549-1020) | (432-723) | (430-662) | (478-1013) | (678-1087)
. 303 38,9 53 30 46,8
0 1 1 1
b Hematles | 535.40,2) | (28.2-45,2) | (41,4-54) | (25.7-38,3) | (33,7-69)
% Plauctes | 455 434 13,6 44.6 29,5
g (32,9-56,3) | (35,5-48,7) | (9,3-34,4) | (34,2-55,1) | (17,1-36,5)
314
" 20,7 20 : 20,9 20,1
0 1 - 1 1
% leucocits | 145.081) | (15-26,2) g263'71) (15.3-26,5) | (12.2-29,3)
Total estudis 87 8 3 45 31

FN: Falsos negatius; FP: Falsos Positius; VN: veritables negatius; VP: veritables positius

Amb les dades obtingudes, s’observa que la mediana oscil-lava entre el 40 i 50 %
del rendiment de marcatge i s’aprecia una tendencia de a més rendiment més
cél-lules presents, amb predomini de les hematies en els casos positius a
diferencia dels negatius on predominaven les plaquetes que també ho feien de

manera global.
Cal esmentar que la fraccié leucocitaria es va mantenir per un igual en tots els
casos i que es troba en una proporcié global de 1,5 hematies i 2,5 plaquetes per

leucocit.

Referent a les dades obtingudes sobre les subpoblacions leucocitaries els

resultats obtinguts es detallen a la taula 17.
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Taula 17. Percentatges de les poblacions leucocitaries presents.

Grup | Global FN FP VN VP
. 50% 40% 44,1% 51,4 % 50,1%
0 ) i) i)
% Rendiment | /> 5 56) | (36-51) (40.4-47) | (42,5-57,3) | (45,1-55,9)
Leucocits 142 x10° 127 x10° 237 x10° 153x10° 135 x10°
(cél-lules) (83-232) | (79-167) | (140-238) | (74-224) (92-270)
% Limfocits 20,9 222 16,8 21,4 20,3
0 (16,5-29,8) | (15,7-26,2) | (16,8-19,4) |(17,3-30,7) | (16-29,6)
W 8,2 8,4 8,3 8,4 7,9
0 1 ) ) i) i)
Yo Monaclts | (7.9.6) (6892 (8293 | (799 (7-9,1)
. 712 70,2 74,9 71,4 72,3
0 1 ) ) ) )
% Granloclts | 51 4.75,1) | (67-71,9) | (71.3-75.1) | (609-73,9) | (60,1-77,2)
Total estudis 87 8 3 45 31

FN: Falsos negatius; FP: Falsos Positius; VN: veritables negatius; VP: veritables positius

Es pot observar uns valors de les variables estudiades similars entre ells i caldria
destacar el manteniment d’'una proporcié similar de les poblacions leucocitaries
als habituals descrits com a valors de referencia als hemogrames de la poblacio

sana.

Finalment, a la taula 18 es detallen els resultats obtinguts per la viabilitat

leucocitaria estudiada.

Taula 18. Dades descriptives de la viabilitat leucocitaria
segons tipus d’encert diagnostic.

(mediana i rangs d’intervals)

Grup | Global FN FP VN VP
% Rendiment 50 40 441 51,4 50,1

0 (42,6-56) (36-51) (40,4-47) (42,5-57,3) | (45,1-55,9)
% Viabilitat 98,3 98,8 96,7 98,3 98,8

0 (97,4-99,2) | (98-99,3) | (95,8-97) (97,5-99) (97,5-99,4)
Total estudis 87 8 3 45 31

FN: Falsos negatius; FP: Falsos Positius; VN: veritables negatius; VP: veritables positius
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Com en les taules anteriors es van descriure les dades conjuntament amb les
corresponents als rendiments de marcatge dels leucocits amb **™Tc-HMPAO,

donat que aquest ultim és I’'tnic control de qualitat establert en la rutina diaria.

4.2.1.4. Dades comparatives sobre I'encert diagnostic clinic

Tal com s’ha esmentat abans en I'apartat de tractament de les dades al capitol
anterior, es va verificar I'existéncia de diferéncies entre els resultats agrupats
segons el seu encert diagnostic clinic final per trobar indicis atribuibles als
procediments de treball establerts (Taula 19).

Taula 19. Dades comparatives en 87 estudis de les variables (i quartils) segons el resultat
clinic final establerts entre el patré veritable (VP+VN) i el fals (FP+FN).

Variables Grup | Patré Veritable Patro6 Fals P

% Rendiment 51,0 (43,1-57) 42,1 (36,8-50,2) 0,018
Cél-lules totals 780 x 10°(615-1099) | 564 x 10°(445-672) | 0,048
Hematies 226x 10°(147-343) 236x 10°(135-311) | 0,567
Plaquetes 323 x 10° (211-532) 163 x 10° (97-310) 0,035
Leucocits 163 x 10° (120-238) 151 x 10° (95-311) 0,438
% Limfocits 21,2 (16,3-30,0) 20,1 (16,8-24,4) 0,515
% Monocits 8,0 (7-9,7) 8,3 (7,6-9,3) 0,745
% Neutrofils 71,4 (60,9-75,4) 70,3 (67,9-74,5) 0,774
% Viabilitat 98,3 (97,5-99,2) 98,3 (97,1-99,2) 0,605
Total estudis 76 11

Aqui ja es van robar diferencies estadisticament significatives: una la del
rendiment de marcatge, una altra el nombre de cél-lules totals i finalment el
nombre de plaguetes. La resta de variables no van presentar diferéncies
significatives. Potser destacar uns valors molt similars per a les poblacions

leucocitaries i per a la viabilitat cel-lular. Basant-se amb la variable més
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significativa que correspon al rendiment del marcatge caldra verificar si les
plaquetes queden marcades com justificant d’'un major rendiment del marcatge o
bé, si és degut a algun altre factor, com es pot sospitar en la representacié grafica
de les dades obtingudes que va suggerir uns valors maxims de cel-lules totals i
plaquetes molt allunyats del tercer percentil, per la qual cosa no es pot descartar
que es tracti d’errors (Figura 27).

Figura 27. Box/plot de les dades obtingudes per al Grup |, en la verificacié de les dades
de 'hemograma de la dosi, segons I'encert diagnostic.
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El manteniment de la proporcionalitat entre les poblacions leucocitaries

estudiades i la viabilitat cel-lular obtinguda es detalla a la figura 28.

Figura 28. Box/plot dels percentatges de les poblacions leucocitaries, el rendiment de
marcatge i la viabilitat cel-lular.

Comparativa Leucocits V/F

1200
100,0 e ——
800

. ==
e ; + :
o +
o

-20.0 txx X @L &

-79 -



4. Resultats

En aquest apartat, es va observar que les diferencies del rendiment de marcatge,

no es poden justificar per desviacions a la poblacié leucocitaria.

4.2.2. Grup Il. Distribucié components marcats de la dosi i puresa del *™Tc-

HMPAO, precursor del marcatge

4.2.2.1. Dades comparatives segons diagnostic gammagrafic

Com en el cas de l'apartat anterior per la grup | els resultats de cada variable

estudiada es van agrupar segons el diagnostic gammagrafic establert com positiu

0 negatiu per a la seva comparacio estadistica (Taula 20)

Taula 20. Dades comparatives en 101 estudis de les variables (mediana i percentils 25-
75) segons el resultat de la gammagrafia.

Gammagrafia

Gammagrafia

Variables negativa positiva P

Rendiment (%) 40 (35,5-49,9) 41,7 (31-56,6) 0,671
Puresa *"Tc-HMPAO (%) 94,1 (89-95,8) 92,8 (97,4-99,3) 0,585
Total activitat (MBQ) 12,9 (4,9-21,6) 15,2 (11-18,1) 0,532
Plasma (%) 7,2 (15-22,6) 5,7 (14-23,6) 0,578
Plaquetes (%) 4,3 (3,7-6,9) 4,2 (3,7-5,7) 0.828
Limfocits (%) 26 (23,3-28,7) 24,9 (23,3-27,7) 0,817
Neutrofils (%) 37 (34,6-40,2) 39,1 (37,3-41,1) 0,428
Hematies (%) 24,3 (17,8-25,4) 21,5 (18-25,1) 0,764

Total estudis

57

44

En aquest control establert no es van evidenciar cap diferencia estadisticament

significativa per a les variables estudiades, refermant la teoria que les variables

estudiades no tenen una influéncia vers el resultat gammagrafic.
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Ara bé, si es pot observar més activitat relacionada amb el plasma que per a les
plaquetes i una activitat relacionada amb les hematies quasi similar als limfocits. A

la figura 29 es poden evidenciar graficament aquestes observacions fetes.

Figura 29. Box/plot respecte als percentatges de la distribucié del *"Tc en els
components de la dosi i de la puresa del *"Tc-HMPAO com precursor.
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Observant la figura 29 les Uniques variables que podrien estar relacionades seria
una perdua de la puresa amb un increment del percentatge de les hematies

marcades en els casos dels estudis amb pitjor puresa del precursor del marcatge.

4.2.2.2. Dades segons el diagnostic clinic

Igual com es va fer en els estudis del grup I, aqui també es detallen els resultats
diagnostics clinics de cada estudi en verificar el resultat definitiu per 'observacio
de I'evolucio clinica dels pacients, fins a 2 anys posteriors al dictamen diagnostic

gammagrafic (Taula 21).
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Taula 21. Descripcié del nombre de casos per a cada localitzacié patologica i encert

diagnostic.
GRUP I Global FN FP VN VP
Budell 15 0 0 4 11
Vasos 6 1 0 3 2
Inespecific 2 2 0 0 0
Crani 6 1 1 1 3
Torax 2 0 0 1 1
Pelvis 19 6 0 10 3
Colze 3 0 0 2 1
Canell 0 0 0 0 0
Fémur 4 0 0 2 2
Genoll 31 1 4 16 10
Tibia 5 0 0 3 2
Peus 8 1 0 3 4
Total estudis 101 12 5 45 39

FN: Falsos negatius; FP: Falsos Positius; VN: veritables negatius; VP: veritables positius

En aquest grup els resultats falsos negatius es van donar en 1 estudi de vasculitis,

2 casos de F.O.D., 1 cas de cirurgia maxil-lar, 6 protesis de maluc, 1 cas de

protesis de genoll i una patologia artritica al peu. 1 cas postintervencio quirdrgica

al crani i 4 protesis de genoll, van conformar els casos falsos positius.

4.2.2.3. Dades descriptives segons el diagnostic clinic

Les dades descriptives de les variables (mediana i quartils) dels components

marcats amb descripcié del nombre de casos per a cada localitzacié patologica |

encert diagnostic es detallen a la taula 16.
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Taula 22. Dades descriptives segon resultat clinic del grup .

Grup Il Global FN FP VN VP
. 40 37.2 44 41 36,5
O 1 1
oRendiment | 35.506) | (33.4-442) | (37,1-533) | (36,1-49.4) | (27,4-42,4)
VBa mostra | 139 129 15.9 12,9 14.9
g (8,8-20,3) | (6,8-20,2) | (15,7-16,6) | (4,4-21,6) | (11,2-18,5)
% Placma 73 7.8 7.2 71 8.2
6,7-9) (6,7-9,3) 6,7-73) | (67-9.4) | (6,7-88)
56 57 55 5.6 55
0 1 1 1 1 L
% Plaquetes | 5 ) & 4y (5,3-7,7) (5,659) | (54-67) | (54-5,6)
- 251 247 242 26.1 25
0 1 1 1 1
HLIMIOCHS | 535080y | (23.4-27.4) | (23.4-26.4) | (23.2-29) | (23:3-27.7)
. 217 231 20,9 33 215
0 1 1 1 L
o Hematies | g 553y | (18:8-254) | (19,6-24,5) | (17,5-25,4) | (18-24,6)
% Granulocits 39 37.1 40,6 37 39
(354-41) | (343-41,3) | (39,2-41,4) | (34,8-39,4) | (37,3-41,1)
Total estudis 101 13 5 43 40

FN: Falsos negatius; FP: Falsos Positius; VN: veritables negatius; VP: veritables positius

Igualment, les dades descriptives de les variables (mediana i quartils) de la puresa
radioquimica del precursor del marcatge *"Tc-HMPAO segons el tipus d’encert

diagnostic es detallen a la taula 23.

Taula 23. Dades segons la determinacié de la puresa radioquimica del *™Tc-HMPAO.

Grup |l Global FN FP VN VP

% Rendiment 40 375 44 41 40
(35-50,6) (33,4-44,2) (37,1-53,3) | (36,1-49,4) | (31,6-52)

% Puresa 93 95,3 82,5 93,9 92,9
(89-95) (93-97,1) (80-92,6) (89-95,2) (90-8-94,5)

Total estudis 101 13 5 43 40

FN: Falsos negatius; FP: Falsos Positius; VN: veritables negatius; VP: veritables positius

En aquest cas es verifica un alt nivell de la puresa del *"Tc-HMPAO com
precursor del marcatge, independentment de I'encert diagnostic clinic final. Cal

destacar que el valor més baix obtingut corresponia a un cas d’un fals positiu.
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4.2.2.4. Dades comparatives segons I'encert del diagnostic clinic

Com en les casos anteriors es va verificar I'existéncia de diferéncies entre els
resultats agrupats segons el seu encert diagnostic clinic final per trobar indicis
atribuibles al procediments de treball establerts (Taula 24).

Taula 24. Dades comparatives de les variables (mediana i quartils) en 101 estudis.

Grup Il Patro Veritable Patro Fals p

% Rendiment 40 (35,0-50,3) 37,8 (34,3-51) 0,922
% Puresa *"Tc-HMPAO | 93,0 (89,2-95,0) 94,2 (89,8-96,2) | 0,271
MBg mostra 13,1(5,3-21) 14,4 (8,4-18) 0,680
% Plasma 7,1(6,7-9,4) 7,6 (6,8-8,8) 0,653
% Plaquetes 5,6 (5,4-6,8) 5,5(5,4-5,9) 0,636
% Limfocits 25,4 (23,3-28,3) 24,6 (23,4-27,3) | 0,594
% Neutrofils 37,1 (34,8-40,9) 39,1 (37,7-39,4) | 0,619
% Hematies 22,8 (18,1-25,4) 21,7 (17,3-25) 0,968
Total estudis 83 18

No es van trobar diferencies significatives i caldria destacar I'activitat atribuida a
les plaquetes i els percentatges del plasma i de les hematies com els principals
responsables dels components de la dosi que inevitablement també hi son

presents i que com a portadors d’activitat seran detectats en el pacient.

La representacio grafica de les dades es presenta a la figura 30.
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Figura 30. Box/plot dels percentatges obtinguts de les variables estudiades al grup II.
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En la figura 29 es pot verificar que la metodologia del procediment del marcatge
realitzat no presenta diferencies segons I'encert diagnostic clinic final. Crida
’atencid la preséncia d’'un punt distant a la part baixa de la puresa radioquimica
del precursor del marcatge en els casos veritables sense evidenciar una

repercussio en la resta dels valors de les variables estudiades.

4.2.3. Grup lll. De la localitzacio dels components de la dosi en el pacient
Com en els casos anteriors, en aquest apartat es descriuen les dades de les

variables estudiades i la seva agrupacié segons els resultats del diagnostic

gammagrafic i clinic final.

4.2.3.1. Dades comparatives segons diagnostic gammagrafic

Es presenten per a cada subgrup dels estudis realitzats, un sobre I'abdomen des

pacients al subgrup Il Ai un altre als genolls del subgrup Il B.
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4.2.3.1.1. Deteccié abdominal al subgrup Il A
Les dades comparatives dels 84 estudis de les variables (mediana i percentils Q1
i Q3) de la deteccié abdominal del pacients segons el resultat de la gammagrafia

es detallen a la taula 25.

Taula 25. Localitzacio de I'activitat de la dosi a 'abdomen dels 84 pacients.

Variables S:g::;\?grafia I(33(§;15rri1trir\1l{:lgrafia 0
Rendiment (%) 41,0 (35-48,8) 44 (33,4-54,8) 0,247
Area (ROI) 100 (96-114) 98 (88-103,7) 0,054
Cresta iliaca (Cl) 368 (256-440) 333 (204-1163) 0,705
Vasos (VA) 190 (138-240) 120 (83-513) 0,032
Parts Toves (PT) 156 (120-201) 115 (70-195) 0,042
Cl/PTA 2,3 (1,6-3) 3,1 (2,5-4,6) <0,01
VA /PTA 1,16 (1,09-1,55) | 1,08 (1,01-1,29) | 0,061
Total estudis 47 37

En aquesta taula, s’observen diferéncies significatives a les variables
corresponents a les activitats enregistrades a les parts toves i vasos, aixi com
també a I'index de relacio entre les crestes iliaques i les parts toves. Donat que
les arees ROI son similars cal interpretar que l'activitat romanent i sense
metabolitzar en els casos negatius era més alta que en els casos positius. Es
podria especular si es correspon a un millor marcatge i funcionalisme dels

leucocits marcats.
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4.2.3.1.2. Deteccio als genolls en el subgrup Il B

Les dades comparatives dels 48 estudis de les variables (mediana i percentils Q1
i Q3) de la deteccié abdominal del pacients segons el resultat de la gammagrafia
es detallen a la taula 26.

Taula 26. Localitzacio de I'activitat de la dosi als genolls dels pacients.

Gammagrafia

Gammagrafia

Variables negativa positiva P
Rendiment (%) 45,1 (37,7-53,3) | 40 (35,2-49,7) 0,180
Area (ROI) 100 (96-109,5) 100 (90-120,6) 0,901
Femur (F) 140 (130-207) 331 (165-1826) <0.01
Vasos (VB) 195 (150-221) 229 (138-962) 0,224
Parts Toves (PTB) 136 (112-174) 140 (109-740) 0,496
F/PTB 1,1 (0,96-1,30) 2,3(1,3-3,0) <0.01
VB /PTB 1,3 (1,11-1,58) 1,0 (1,02-1,76) 0,208
Total estudis 24 24

En aquesta taula també es poden apreciar les diferéncies significatives
corresponents a I'activitat del fémur distal i a I'index de relacié entre el femur i les
parts toves. En aquest cas també en no existir diferencies entre les arees ROI
establertes va indicar que I'activitat romanent circulant, encara que similar a tots
els casos, estaria contrastada per una millor captacio al fémur en els casos
positius. Donat que la part distal del femur, a on preferentment es va ubicar la
ROI de l'estudi, és una zona empobrida en el SFM es podria especular amb una
activacié de l'os en fases de patologia activa o bé per un millor marcatge i

funcionalisme dels leucocits administrats.

La representacio grafica dels resultats obtinguts per als dos subgrups estudiats es

presenten conjuntament a la Figura 31.
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Figura 31. Box/plot dels indexs de localitzaci6 de les dosis al grup Ill, a 'abdomen
(subgrups 1l A) i als genolls (subgrup Il B).
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En la figura 31 es pot observar que els indexs que relacionen l'activitat registrada
als 0ssos respecte a les parts toves que han resultat positius a la infeccio son els

més alts entre els estudiats.

4.2.3.2. Dades diagnostic clinic

Segquint el fil conductor d’aquest treball a continuacié es detallen els resultats

clinics dels pacients i I'agrupacio dels resultats segons I'encert diagnostic final.

4.2.3.2.1. Subgrup IIA

En primer lloc es fa una descriptiva dels encerts diagnostic establerts en el primer

subgrup estudiat.

Les dades corresponents al subgrup IlIA es detallen a la taula 27.
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Taula 27. Descripcié del nombre de casos per a cada localitzacié patologica i encert
diagnostic al subgrup llIA.

GRUP 1l A Global FN FP VN VP
Budell 36 0 1 15 20
Vasos 7 3 1 2 1
Inespecific 1 1 0 0 0
Crani 1 1 0 0 0
Torax 0 0 0 0 0
Pelvis 32 1 1 18 12
Colze 2 0 0 2 0
Canell 0 0 0 0 0
Féemur 2 0 0 0 2
Genoll 2 1 1 0 0
Tibia 1 0 0 1 0
Peus 0 0 0 0 0
Total estudis 84 7 4 38 35

FN: Falsos Negatius; FP: Falsos Positius; VN: veritables negatius; VP: Veritables positius
En aquest grup els resultats falsos negatius els van conformar 3 estudis
d’intervencions quirurgiques a la implantacié de protesis vasculars, 1 F.O.D., 1 de
cirurgia maxil-lars, 1 protesi de maluc i 1 protesi de genoll. Els falsos positius

corresponien a 1 intervencio quirdrgica al vasos, 1 artritis pélvica, 1 artritis de

genoll i 1 colitis ulcerosa.

4.2.3.2.2. Subgrup 11IB

Les dades corresponents al subgrup IlIB es detallen a la taula 28.
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Taula 28. Descripcié del nombre de casos per a cada localitzacié patologica i encert
diagnostic.

GRUP 11l B Global FN FP VN VP
Budell 3 0 0 1 2
Vasos 1 1 0 0 0
Inespecific 0 0 0 0 0
Crani 0 0 0 0 0
Torax 0 0 0 0 0
Pelvis 3 1 0 0 2
Colze 0 0 0 0 0
Canell 0 0 0 0 0
Féemur 6 0 0 2 4
Genoll 27 5 2 9 11
Tibia 7 0 0 5 2
Peus 1 0 0 0 1
Total estudis 48 7 2 17 22

FN: Falsos Negatius; FP: Falsos Positius; VN: veritables negatius; VP: Veritables positius

Els falsos negatius es corresponien a una intervencio quirdrgica al vasos, 1
protesi de maluc i 5 protesis de genoll; en canvi els falsos positius corresponien a

2 protesis de genoll.

4.2.3.3. Dades descriptives segons el diagnostic clinic
Es fa una descripcido de les dades de les variables (mediana i quartils) dels

components marcats amb descripcidé del nombre de casos per a cada localitzacié

patologica i encert diagnostic.
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4.2.3.3.1. Dades descriptives del subgrup I1A

Les dades descriptives obtingudes per als pacients amb deteccié abdominal de la

localitzacié dels components de la seva dosi es detallen en la taula 29.

Taula 29. Dades descriptives segons I'encert diagnostic al subgrup IlIA.

Grup Il A Unitats | Global FN FP VN VP
. 40 37,5 44 a1 40
0, 0, ’
% Rendiment % (35-50,6) | (33,4-44.2) | (37,1-53.3) | (36,1-49,4) | (31,6-52)
R 100 108 86 100 08
[o]
Area RO Npixels | 92.110) | (96-115) | (79-93) (97-115) | (88-103)
Cresta iliaca (Cl) | cpm 347 280 407 352 358
(228-456) | (171-415) | (266-548) | (249-428) | (243-1163)
Vasos (VA) o 160 190 125 183 120
P (109-241) | (70-265) | (77-172) | (138-240) | (91-513)
134 160 112 152 115
Parts toves (PTA) | cpm (100-201) | (73-193) | (68-156) | (122-203) | (79-195)
, 2.7 2.3 43 2.3 3,2
CI / PTA Indexs (2!1_3!5) (212_218) (319_418) (116_219) (216_415)
, 11 1,2 1,2 1,2 11
VA / PTA Indexs (1!1_1!4) (111_114) (111_112) (111_115) (1_113)
Total estudis 84 7 2 40 35

FN: Falsos Negatius; FP: Falsos Positius; VN: veritables negatius; VP: Veritables positius

Cal remarcar que persisteix un major valor de I'index d’activitat corresponent a la
cresta iliaca, representativa de la localitzacio fisiologica dels leucocits al ser un os
ric en el SFM.

4.2.3.3.2. Dades descriptives del subgrup 111B

Les dades descriptives obtingudes per als pacients amb deteccio als genolls de la

localitzacié dels components de la seva dosi es detallen en la taula 30.
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Taula 30. Dades descriptives segons I'encert diagnostic al subgrup IlI1B.

Grup llI B Unitats Global FN FP VN VP
rendiment o 41,6 41,6 41,6 41,6 41,6
(37,3-50,6) | (37,3-50,6) | (37,3-50,6) | (37,3-50,6) | (37,3-50,6)
R ) 100 100 99 100 100
[o]
Area RO N°pixels | 94.112) | (85-108) | (97-101) | (99-108) | (90-120)
Femur (B) comptes | 182 145 145 136 380
Pes | (136.436) | (137-650) | (145-145) | (130-156) | (204-1826)
Vasos (VE) combres | 210 178 226 108 262
Ples | (144.314) | (156-503) | (223-229) | (165-221) | (138-962)
136 136 111 136 151
Parts toves (PTB) | comptes | 111 518) | (130-316) | (111-111) | (111-156) | (112-740)
) 1,3 1,1 1,3 1,1 1,9
F/PTB ndexs 1112 |18 | (1313 |(0913) | (143
, 1,2 1,3 2 1,3 1,1
VB/PTB indexs | 1116 | (@215 | (@21 (11-16) | (1-1,5)
Total estudis 48 7 2 17 22

FN: Falsos Negatius; FP: Falsos Positius; VN: veritables negatius; VP: Veritables positius

També en aquest grup cal esmentar que es va trobar un valor de major activitat

localitzada al fémur en els casos veritables positius, perd també destacar I'index

més elevat trobat als vasos en els casos falsos positius.

4.2.3.4. Dades comparatives sobre I'encert diagnostic clinic

4.2.3.4.1. Dades comparatives del subgrup A

Les dades comparatives obtingudes per als pacients amb deteccié abdominal de

la localitzacio dels components de la seva dosi es detallen en la taula 31.

-92 -




4. Resultats

Taula 31. Localitzacié abdominal de la dosi de *"Tc-HMPAO leucocits en 84 estudis.

Grup Il A Patro Veritable Patro Fals p
Rendiment 41,0 (34,5-48,5) 51,2 (43,0-54,0) 0,112
Area ROI 100 (92-110) 104 (96-117) 0,476
Cresta iliaca (CI) 358 (265-460) 275 (147-417) 0,214
Vasos (VA) 160 (111-242) 163 (52-217) 0,464
Parts Toves (PTA) | 132 (102-207) 148 (49-195) 0,624
Cl/PTA 2,7 (2,1-3,6) 2,5(2,1-3,0) 0,543
VA /PTA 1,1(1,0-1,4) 1,2(1,1-1,2) 0,730
Total estudis 72 12

En aquesta taula els resultats obtinguts no demostraven cap diferencia
significativa entre ells, a diferencia dels resultats obtinguts respecte als mateixos

indexs de relacio obtinguts segons el resultat diagnostic gammagrafic establert.

Aquestes dades anirien més a favor d’'una practica de I'operador similar en el
procediment realitzat, deixant la variabilitat diagnostica a les limitacions de la

prova i/o situacié del pacient, com es plantejara a la discussio del treball.
La representacié grafica dels indexs obtinguts es detallen posteriorment a la
descripcio dels resultats comparatius del grup IlIB per fer-ho de manera conjunta.

Tal i com s’han presentat anteriorment els obtinguts segons els resultats

diagnostics.

4.2.3.4.2. Dades descriptives del subgrup 111B

Les dades comparatives obtingudes per als pacients amb detecci6 als genolls de

la localitzacié dels components de la seva dosi es detallen en el taula 32.
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Taula 32. Localitzacio als genolls de la dosi de *"Tc-HMPAO leucocits en 48 estudis.

Grupo Il B Unitats Patro Veritable Patro Fals p
Rendiment % 40,8 (37,1-49,8) 42,1 (38,0-54,2) 0,716
Area ROI N° pixels | 100 (96-117) 100 (90-107) 0,466
Femur (F) comptes | 201 (136-447) 145 (139-420) 0,567
Vasos (VB) comptes | 210 (140-305) 220 (168-318) 0,659
Parts Toves (PTB) comptes | 136 (110-227) 136 (112-200) 0,917
F/PTB index 1,3 (1,2-2,0) 1,1 (1,1-1,3) 0,272
VB /PTB index 1,2 (1,1-1,6) 1,4 (1,3-1,6) 0,199
Pacients 48 39 9

En aquestes dades tampoc es demostraven diferencies significatives respecte als
mateixos indexs de relacié d’activitat obtinguts en la comparativa dels resultats

segons el diagnostic gammagrafic establert.

La representacio grafica conjunta dels resultats dels indexs d’activitat obtingut per

al grup Il es detallen a la figura 32.

Figura 32. Box/plot dels resultats indexs segons diagnostic clinic final.
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Es confirma que els valors més alts es corresponen als obtinguts a les imatges
abdominals i, en especial, a la cresta iliaca com lloc de predomini de localitzacio

dels leucocits marcats.

Destaca el punt anomal d’un index alt per a lactivitat del fémur que podria

correspondre a un error 0 a una area ROI seleccionada incorrectament.

4.2.4. Grup Global. Aportacions finals

Per les circumstancies ja plantejades a la metodologia del treball, aquest estudi es
va realitzar al llarg del temps de manera fraccionada per no entorpir el ritme de
treball a la practica diaria, aixi com per racionalitzar els recursos humans i

materials al respecte.

En aquest apartat es vol justificar la validesa del resultats mitjancant una
comparativa entre els grups establerts en raé de la seva efectivitat diagnostica.
Per aquest motiu, es detallen els valors de I'efectivitat diagnostica assolida en

cada grup i una concordanga entre ells mitjiancant I'index Kappa.

Totes aquestes dades es detallen a les taules 33 i 34.

Taula 33. Encert diagnostic dels leucocits marcats amb **"Tc-HMPAO en els del grups
estudiats.

Encert diagnostic | Grup Global Grup | Grup I Grup I
Rendiment (%) 451 (+11,6) | 62,8 (+10,1) | 45,25 (+12,1) | 42,2 (+11,6)
VP 129 32 40 57

VN 143 44 43 56

FP 13 3 5 5

FN 35 8 13 14
Total estudis 320 87 101 132

VP: Veritable Positiu; VN: Veritable Negatiu; FP: Fals Positiu; FN: Fals Negatiu
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Taula 34. Efectivitat diagnostica i concordanca dels leucocits marcats amb **"Tc-HMPAO
en els del grups estudiats.

Encert diagnostic Grup Global Grup | Grup I Grup I
Sensibilitat 80,7 81,0 78,5 82,1
Especificitat 92,1 95,5 89,1 91,4
VPP 92,0 94,4 89,8 92,3
VPN 81,3 84,3 77,3 81,4
RV+ 10,3 4,2 3,69 4,6
RV- 0,21 0,21 0,24 0,19
Acord global (%) 86,1 88,5 83,3 86,6
index kappa 0,725 0,76 0,667 0,73
Total estudis 320 87 101 132

VPP: Valor Predictiu Positiu; VPN: Valor Predictiu Negatiu
RV+: Ra6 Versemblanca Positiva; RV-: Raé Versemblanca Negativa

Amb aquestes dades, que ja es justificaran posteriorment a l'apartat de la
discussio del treball, es presenta a manera d'una coloraria final una taula
descriptiva dels valors estadisticament establerts en les comparatives de cada

variable, segons el criteri analitic establert.

Els detalls de cada variable avaluada i obtinguda segons els criteris diagnostic

gammagrafic i clinics finals per la grup | es descriuen a la taula 35.
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Taula 35. Dades descriptives dels valors p obtinguts segons els criteris diagnostics
establerts al grup I.

Grup | Criteri gammagrafic Criteri clinic
Rendiment del marcatge 0,271 0,018
Cel-lules totals/dosi 0,254 0,048
Hematies/dosi 0,569 0,567
Plaquetes/dosi 0,375 0,035
Leucocits/dosi 0,648 0,438
% Limfocits/Leucocits 0,295 0,515
% Monocits/Leucocits 0,411 0,745
% Neutrofils/Leucocits 0,54 0,774
Viabilitat leucocitaria 0,321 0,605

Els Unics resultats discrepants van ser els ja esmentats dels valors significatius
trobats en el criteri diagnostic clinic aplicat per al rendiment del marcatge, el

nombre total de cel-lules i el de plaquetes a la dosi (Figura 33).

Figura 33. Box/plot de la comparativa dels valors p dels parametres cel-lulars segons els
criteris diagnostics en el grup 1.
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De la mateixa manera, la representacié grafica corresponent als valors p obtinguts
per els percentatges de poblacions leucocitaries i la seva viabilitat es detallen a la

figura 34.
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Figura 34. Box/plot comparativa dels valors p de les poblacions leucocitaries i viabilitat el
grup I.
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Els detalls de cada variable avaluada i obtinguda segons els criteris diagnostic

gammagrafic i clinics finals per la grup Il es descriuen a la taula 36.

Taula 36. Grup Il. Dades descriptives dels valors p obtinguts segons els criteris
diagnostics establerts.

Grup |l Criteri gammagrafic Criteri clinic
Rendiment del marcatge 0,671 0,922
Puresa *"Tc-MHPAO 0,585 0,271
Activitat total mostra 0,532 0,68
% Activitat Plasma 0,828 0,638
% Activitat Plaguetes 0,878 0,636
% Activitat Limfocits 0,817 0,594
% Activitat Neutrofils 0,428 0,619
% Activitat Hematies 0,764 0,968
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En aquest control no es van observar diferencies estadisticament a destacar. La
representacio grafica dels valors obtinguts es poden observar a la figura 35.
Figura 35. Box/plot de la comparativa dels valors de p al grup .
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Els detalls de cada parametre avaluat i obtingut segons els criteris diagnostic

gammagrafics i clinics finals per la grup IlIA es descriuen a la taula 37.

Taula 37. Grup IlIA. Dades descriptives dels valors p.

Grup Il A Criteri gammagrafic Criteri clinic
Rendiment del marcatge 0,247 0,112
Area ROI 0,054 0,476
ROl cresta iliaca (Cl) 0,705 0,214
ROI vasos (VA) 0,032 0,464
ROI parts toves (PTA) 0,042 0,624
Cl/PTA <0,001 0,543
VA PTA 0,061 0,73
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Cal destacar les diferéncies ja esmentades dels valors significatius obtinguts a
I'index de relacié entre cresta iliaca i parts toves amb el criteri gammagrafic que

no es corrobora amb el clinic, com es pot observar a la figura 36.

Figura 36. Comparativa grafica dels valors de p en el grup llIA.
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Els detalls de cada variable avaluat i obtingut segons els criteri diagnostic

gammagrafic i clinics finals per la grup IlIB es descriuen a la taula 38.

Taula 38. Grup IlIB. Dades descriptives dels valors p.

Grup I B Criteri gammagrafic Criteri clinic
Rendiment del marcatge 0,18 0,716
Area ROI 0,901 0,466
ROI féemur (F) <0,001 0,567
ROl vasos (VB) 0,224 0,659
ROI parts toves (PTB) 0,496 0,917
F/PTB <0,01 0,272
VB /PTB 0,208 0,199
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En aquest cas, cal fer esment també a les diferéncies ja observades anteriorment
a l'activitat de les arees ROI al femur i al seu index respecte a les parts toves
segons el criteri diagnostic gammagrafic establerts i que no es corrobora amb el

clinic.
La representacio grafica d’aquestes dades es poden observar a la figura 37.
Figura 37. Comparativa grafica dels valors de p obtinguts per al subgrup IlIB.
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L’efectivitat diagnostica dels leucocits marcats ha estat questionada per diferents
resultats i s’han ideat diferents estrategies per millorar I'encert diagnostic de la
prova, tant en el marcatge com en la detecci6 *. Ara be, les complexitats
metodologiques i recursos técnics que caldria realitzar i utilitzar, no es solen

verificar en la seva posada en marxa per part del centre que el reprodueix.

La metodologia del marcatge dels leucocits per a la seva aplicacioé diagnostica al
centres de Medicina Nuclear es va posar en marxa reproduint les recomanacions

descrites i promulgades pels propis experts que I’havien dissenyada.

Tampoc hi va haver cap entitat cientifica rellevant que homologués el procediment
de treball, com en altres camps ho han fet el International Committe of

Harmonization °

® 0 societats cientifiques internacionals °’. Per aquest motiu, el
procediment instaurat estava basat en la lectura cientifica dels autors consultats i
en la propia pericia i habilitat personals adquirides, és a dir en 'anomenada

practica basada en I'evidéncia.

Per tant, tampoc resultava convincent el fet que nomeés el simple control del
rendiment del marcatge establert, sigui el garant de la qualitat de tot el procés

realitzat en la practica diaria d’aquesta exploracio diagnostica.

En el transcurs perdo d’aquest treball, quan ja estava en ple desenvolupament i
enfocant la seva recta final, es van editar les recomanacions del grup de
’European Association Nuclear Medecine (EANM) sobre el procediment de
marcatge dels leucocits amb *°"Tc-HMPAO %8. Aquest fet, va venir a corroborar

l'interés professional en aquest tema, i per tant, 'encert d’aquesta recerca.

5.1. Objectiu principal. Utilitat de I'estratégia de qualitat instaurada

En la present tesi s’ha demostrat que I'estrategia proposada permet verificar totes
les variables objectiu establertes: els components cel-lulars, la viabilitat

leucocitaria i la distribucié del *™Tc entre els components de la dosi, aixi com
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avaluar els seu funcionalisme dins del pacient mitjangant la seva localitzaci6 als

0SS0S, vasos i parts toves.

Dit aix0, per donar compliment al principal objectiu establert s’ha pogut verificar la
utilitat en la practica diaria en dues vessants: la primera respecte a la qualitat de la
metodologia escollida i la segona per plantejar la seva possible aplicacié a la
practica diaria.

Per verificar la bondat de la nostra propia metodologia es van comparar els
resultats obtinguts de les noves variables determinades segons el dictamen clinic
final. Es per aquest motiu que es va establir I'efectivitat clinica com referent
comparatiu. Els resultats que es van assolir no van estar lluny dels publicats per

altres autors %, perd sense arribar a I'excel-léncia d’uns altres %,

Respecte als resultats es va emprar la variable ja establerta del rendiment del
marcatge com a referent i per fer de pont entre un indicador habitual de la qualitat
del procés i les noves determinacions de la resta de variables. El resultats
obtinguts del rendiment del marcatge van confirmar la seva utilitat com a indicador
sensible i potent per verificar el procediment realitzat perdo en canvi va confirmar
que per si sol no pot justificar I'encert diagnostic ja que no es van trobar

diferéncies significatives en el rendiment diagnostic %

Malgrat aix0, ens ha
permes identificar desviacions de procediment respecte a les recomanacions de

'EANM.

En concret es va observar una gran variabilitat en el nombre de leucocits marcats
finals i, encara que es podrien esmentar multiples circumstancies %, es va
constatar una tendéncia en l'obtencié de xifres de leucocits inferiors als
recomanats. En la nostra série el ventall del rang assolit ha esta molt ampli i
pacients amb rendiments baixos de marcatge han pogut ser diagnosticats amb
encert, la qual cosa fa pensar també que intervenen altres variables,
probablement la viabilitat i funcionalisme interindividual dels leucocits, aixi com

limpacte d’altres variables cliniques i d'imatge que intervenen en el procés
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diagnostic. En aquest treball es va plantejar observar les variables
metodologiques del procediment pero no els factors que com les caracteristiques
de deteccid, temps, técnica (SPECT, planar, etc) intervenen també en el procés
diagnostic. Queda aquest camp per trobar indicadors més fiables dels que es
disposa.

5.1.1. Grup |

5.1.1.1. De la determinacié de I’'hemograma

La utilitat de la CFM com una eina de control ha permeés verificar el nombre total
de leucocits de les diferents poblacions leucocitaries i de la resta de les cel-lules

sanguinies contaminants presents a cada dosi dels pacients %3,

Els valors obtinguts i comparats entre els diferents components cel-lulars de les
dosis, tant si s’ha aplicat el criteri gammagrafic o clinic, no van permetre observar
diferencies significatives excepte per al nombre de cél-lules totals i plaquetes

guan es van comparar els resultats segons I'encert diagnostic.

Aquest fet indica uns limits de qualitat minima que se situen per sota del 40% en
el rendiment del marcatge i a un nombre inferior als 200 milions de leucocits
estimats com a optims per a I'exploracié. Mentre segons les variables comparades
a la practica diaria del resultat gammagrafic indicaven una tendéncia a un major
nombre de cel-lules en general quan el resultat era positiu, no es confirma de

forma significativa quan es relaciona amb el rendiment diagnostic.

L’existéncia observada d’'un major nombre de plaquetes en el grup d’encert
diagnostic pot tenir varies explicacions. Una seria que el percentatge de plaquetes
marcades també intervinguin en les processos inflamatoris que solen acompanyar

1% pero, per altre part, també podia tractar-se d’una font d’error

les infeccions
degut al fet que el bot6 cel-lular obtingut al final del procés de marcatge va ser

diluit posteriorment amb plasma pobre de plaquetes procedents del pacient per
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completar un volum de dosi Optim per a la seva administracié i aquest plasma,
anomenat aixi, no va ser verificat. Aquest procediment pot ser la causa que
justifiqui aquests valors ja que, com es veura més endavant, el percentatge de les
plaquetes marcades va estar en un llindar baix entre els components marcats a la

dosi.

Incidint en aquest cas cal esmentar que gracies als valors obtinguts significatius
de major nombre de cel-lules totals marcades, sense una variabilitat en el nombre
de leucocits significatiu i al fet que els valors del rendiment del marcatge també
fossin dispars en el mateix grup estudiat, es va contrastar la metodologia
emprada amb les recomanacions publicades per 'TEANM.

Aixi, per verificar desviacions metodologiques es varen constatar: un major volum
del separador plasmatic utilitzat en l'aillament dels leucocits del pacient en una
proporcié de 5:1 en lloc del 10:1 recomanat; una major velocitat de centrifugacio
lenta de 200 g en comptes de 150 g i una incubaci6 amb una sola agitacio.
Aquestes variacions metodologiques, a partir de llavors corregides, podrien
explicar una major contaminacié de plaquetes i un menor nombre de leucocits

finals.

Per altre part es va confirmar que el métode de marcar els leucocits amb *™Tc-
HMPAO preserva una alta conservacio de la viabilitat cel-lular. La utilitat de la
CFM com una eina de control de qualitat va aportar una millor informacié verificant
el nombre total de leucocits i els percentatges de subpoblacions, aixi com

mitjancant I'establiment del percentatge de cél-lules contaminants *%.

Cal recordar que la contaminacio de globuls vermells i plaquetes a la dosi final, a
més de ser inevitable, és principalment la causa dels contaminants en el procés
de marcatge pero també pot provenir del plasma, com ja s’ha indicat abans, que
s'afegeix al boto cel-lular marcat amb I'objectiu de proporcionar un volum optim de

la dosi administrada al pacient. En el nostre cas, la presencia de contaminacio al
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plasma emprat per diluir la dosi no es va verificar, per la qual cosa no es va poder
establir el seu origen amb certesa.

5.1.1.2. De la viabilitat leucocitaria

La nova aplicacié de la CFM ha permes confirmar individualment en cada dosi
I'existéncia de I'apoptosi cel-lular que s’ha pogut determinar amb més fiabilitat
respecte al control establert sobre la viabilitat amb Trypan-blue que es realitza
periddicament a la Unitat de Radiofarmacia’®. Els resultats obtinguts van
confirmar que el procediment de marcatge dels leucocits amb **"Tc-HMPAO

emprat en el nostre centre no alterava la viabilitat leucocitaria.

5.1.2. Grup Il

5.1.2.1. De la distribucié del *™Tc a la dosi

La utilitat de la separacié en la densitat de I'Hystopaque ® 1077 ha permes
establir que el percentatge de l'activitat va ser molt variat degut als diferents
components presents a la dosi. Fent una descripcié segons I'activitat localitzada a
les diferents parts de la mostra separada es pot fer, en primer lloc, referencia a
activitat plasmatica i les plaquetes. L’activitat plasmatica va ser similar tant

aplicant el criteri diagnostic gammagrafic com clinic.

El percentatge obtingut estava entre I'’esperat pero en el futur caldria verificar al
llarg del temps si aquest valor s’incrementa degut a I'elucié del *™Tc present a les
cél-lules marcades *°’. En el nostre cas no es va verificar aquest percentatge amb

el temps real de la detecci6 gammagrafica.

Respecte a les plaquetes es pot establir que es marquen en molt poca proporcio,
la qual cosa és factible ja que per realitzar el marcatge de les plaguetes amb

9MTc-HMPAO cal partir d’'un medi diferent a I’ emprat en aquest procediment *%.
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Seguint les fases obtingudes en la separaciéo de la mostra, els limfocits i els
monocits varen ser la primera poblacié leucocitaria aillada. El percentatge
d’activitat localitzada en aquesta fraccid representava una part significativa de
I'activitat total. Amb aquestes dades, es va poder confirmar que el *"Tc-HMPAO
marcava a la poblacié leucocitaria sense distincions entre elles. Mentre que
aguesta circumstancia afavoreix la seva utilitat en el diagnostic gammagrafic de
les patologies inflamatories localitzades al budell, pot interferir, en canvi, en la
localitzacié d’infeccions quan aquestes coincideixin en la distribuci6 fisiologica

dels leucocits en el cos del pacient.

D’aqui l'interés en realitzar com estrategia diagnostica el marcatge sols dels
neutrofils separats préviament de la resta de poblacions leucocitaries '%°. Aquest
darrer punt presenta actualment inconvenients en la seva aplicacio en una Unitat
de Radiofarmacia. Per una part en requerir emprar reactius dificils de trobar amb
la qualitat farmaceutica necessaria i, per una altra, la complicacié que implica

realitzar un procediment més llarg.

A favor d’aquesta estratégia també juga el fet d’evitar administrar limfocits
marcats al pacient susceptibles de patir més dany cel-lular per efectes de la
radiacié del " Tc-HMPAO **°, com també evitar aixi I'activitat plasmatica circulant

per efecte de la seva elucié.

A la darrera fase de la separacié de la mostra es localitzen els neutrofils i les
hematies en una mateixa fraccié degut a tenir densitats semblants i que son
dificils de separar. L’estratégia aplicada en aquest cas per obtenir I'activitat
deguda a cada component es va basar en realitzar una hemolisi de les hematies i
fer una separacio per centrifugacio dels neutrofils de les hematies lesionades que

varen quedar localitzades en el sobrenedant.

El percentatge obtingut degut a les hematies va ser discutible per aquest

procediment i en conseqiéncia no va impactar negativament en la interpretacio

11

de les imatges ', ja que no es van assolir nivells suficients per visualitzar la
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silueta cardiaca del pacient, com aixi passa en els estudis d’hematies marcats **?

amb *"MTc.

En aquest grup cal dir que a pesar daquesta limitaci®6 metodoldgica el
procediment realitzat va servir per verificar la localitzacié de I'activitat a la resta
dels components de la dosi, donant per cert un major percentatge del marcatge

als neutrofils.

5.1.2.2. De la puresa del precursor *"Tc-HMPAO

Aquest control es va implantar en aquest grup per verificar i descartar desviacions
en els resultats obtinguts degudes a les impureses del **"Tc-HMPAO, precursor
del marcatge que, com ja s’ha esmentat abans, cal emprar en una preparacio
extemporania recent i d’alta activitat especifica. Els resultats obtinguts van

verificar i confirmar els valors esperats.

5.1.3. Grup Il

En el tercer grup es varen confirmar que els leucocits administrats es van distribuir
principalment en el SFM a nivell tissular en els 0ssos rics en medul-la vermella i

en la melsa.

Atés que el seu funcionalisme venia confirmat per la viabilitat cel-lular obtinguda
es va interpretar la seva localitzaci6 com a fisiologica en ocupar el mateix
compartiment que el de les cél-lules del SFM '3 mentre que la preséncia
d’activitat intravascular correspondria als components marcats de la dosi

circulants.
D'altra banda, en tractar-se d'un marcatge mixt de leucocits, tant els limfocits com

els neutrofils ocuparien el mateix lloc en el seva biodistribucié fisiologica en el

pacient i aixo contribuiria a una pérdua d'especificitat dels neutrofils en la deteccid
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patologica de les infeccions **. No és possible diferenciar la diferent biodistribucié
de neutrofils i limfocits i si aquesta pot influir en el rendiment diagnostic de la

prova.

També es va observar, a través de les imatges obtingudes, que [l'activitat
fisiologica localitzada en els ossos quedava relativitzada, en alguns casos, per
I'activitat present en els vasos sanguinis de gran calibre, la qual cosa reflecteix la
possible presencia de les cél-lules no leucocitaries marcades en la dosi

administrada.

5.1.3.1. De la localitzaci6 de la dosi a I'abdomen

Les millors imatges vers la biodistribucio de la dosi en el pacient es varen obtenir
en aquesta projeccié en l'activitat que es va detectar als cossos vertebrals,
costelles, estructura pelvica i caps femoral, a més de quedar ben contrastades

amb la resta d’estructures del cos del pacient.

Es va confirmar que I'eleccio de la cresta iliaca com a lloc de referéncia de la
localitzacié dels leucocits marcats va permetre disposar dels millors comptatges

d’activitat amb exclusié d’altres arees de captacié lindanes.

A la interpretacio dels valors obtinguts de captaci6 a la cresta iliaca, vasos i parts
toves, també cal fer esment d’altres factors deguts a la metodologia emprada. Aixi
la major activitat localitzada a la cresta iliaca era deguda també al fet d’estar
aquesta localitzada més a prop del detector respecte a les altres, la qual cosa
afavoreix un major nombre de comptes; perdo la seva idoneitat va quedar
corroborada per la captaciéo als cossos vertebral que continuava essent més
elevada que les activitats en vasos i parts toves, a pesar d’estar en el pla més

inferior del detector *°.

Dit aix0, es va constatar per0 que la deteccid planar a 'abdomen presentava

limitacions metodologiques degudes a les diferents distancies entre el detector i
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les diferents profunditats de les zones corporals i per aguest motiu també es va
confirmar la utilitat d’haver establert I'index de ponderacié entre les arees (per
evidenciar millor les diferents localitzacions dels components de la dosi al cos del

pacient) *°.

Per altre part es va evidenciar la limitacié de la técnica quan la zona patologica
objecte de I'estudi coincidia amb la localitzacié fisiologica dels leucocits en el
SFM, la qual cosa podria emmascarar la seva interpretacid, essent una justificacié
dels casos falsos negatius establerts en les patologies estudiades de les protesis

de maluc en els seus components acetabular i femoral **'.

5.1.3.2. De la localitzaci6 de la dosi als genolls

En aquest grup també cal fer esment que els indexs d’activitat al fémur varen ser
significatius en la deteccio dels casos positius a la gammagrafia pero que no es va

traduir el mateix en el casos d’encert del diagnostic clinic.

En aquest grup d’estudi totes les deteccions es van realitzar a les 4 hores

postadministracié de la dosi.

En aquesta localitzacio I'estructura ossia observada no és rica en el SFM ni en
medul-la vermella i no s’espera una localitzacio fisioldgica dels leucocits marcats
d’alta intensitat. Mentre que a la imatge abdominal I'activitat a les crestes iliaques
€és de major intensitat, en la imatge al genolls I'activitat a 'os no té la mateixa
intensitat i queda més difuminada que en el cas anterior, com es pot observar a la

figura 38.
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Figura 38. Imatges per evidenciar les diferents intensitats de captacioé segons siguin el
tipus d’ossos presents a la zona detectada.

Ara bé, en contrast, la localitzacio patologica del leucocits va ser més facil
d’identificar en no presentar emmascarament amb zones de localitzacio fisiologica
i, per tant, tal com ja s’ha suggerit abans el mateix procés infeccios o inflamatori

que presentava el pacient podria justificar aquesta localitzacio 2.

En el cas contrari una manca d’activitat a I'estructura dssia o inclus una manca
d’activitat generalitzada a la zona pot fer-la atribuible a una mala qualitat del
marcatge. Es va verificar que si es feia una simple deteccido a la pelvis la
localitzacié dels leucocits a la cresta iliaca era I'esperada per confirmar el

funcionalisme del leucocits marcats administrats.

A partir d’aqui, es va plantejar realitzar al mateix temps un rastreig de cos sencer
0 Si més no practicar un rastreig que abastés alhora els dos camps d’interés per
a I’ estudi proposat del funcionalisme dels leucocits marcats: els 0ssos rics en

medul-la vermella i SFM i els ossos empobrits en ells.
Aquesta proposta es detalla més endavant a 'apartat de les aportacions futures

del treball al final d’aquest capitol i amb ella s’espera poder estudiar i verificar el

funcionalisme dels leucocits marcats de manera objectiva sense recorrer a
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metodologies més complexes com la descrita in vitro per a la determinacié de la

quimiotaxis **°.

120

Una nova captacié a les 24 hores *=°, un estudi gammagrafic del sistema

reticuloendotelial  amb  *™Tc col-loidal'™ o bé una selecci6 mitjancant

angiogammagrafia??

han estat proposats per millorar la seva efectivitat
diagnostica. En el nostre cas aquestes maniobres no es van considerar

necessaries per a obtenir el diagnostic clinic final.

5.1.4. Utilitat global de I'estudi

A la unitat de Radiofarmacia li recau realitzar el marcatge dels leucocits amb
¥MTc-HMPAO segons el compliment estricte del procediment protocol-litzat per
garantir la seva qualitat. Malgrat aixd, I'operador que realitza el marcatge no pot
aportar dades vers el nombre de leucocits marcats finals presents a la dosi, ni la
inevitable quantitat contaminant de la resta d’altres components cel-lulars

sanguinis, ni tampoc la distribucié del marcatge entre ells.

Consequentment, resulta dificil garantir la mateixa biodistribucioé entre pacients un
cop s’administra la dosi. D’aquesta manera, les dades d’aquestes variables no
poden ser determinades ni qualitativa ni quantitativament per no poder-ho realitzar

rutinariament.

Al tractar-se de dues entitats professionals diferents i alhora dependents entre
elles com son les especialitats de Radiofarmacia i Medicina Nuclear implicades en
el mateix procediment diagnodstic de I'exploracid, cal establir un clima de confianca
gue justifiqui la qualitat del procediment realitzat per garantir el diagnostic final
establert, ja que una es responsabilitza del marcatge dels leucocits amb **"Tc-
HMPAO mentre que laltre es responsabilitza de la detecci6 gammagrafica i la
seva significacié clinica. Amb una nova estrategia de qualitat com la que es

proposa s’espera millorar la confianca entre els professionals implicats.
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En aquest treball s’ha demostrat que I'estratégia proposada permet verificar totes
les variables objectiu de la recerca mitjangant la metodologia establerta. Aquestes
dades vénen a completar la informacio de totes aquestes variables que des de la
Unitat de Radiofarmacia es volia aportar per justificar la bona practica i la qualitat
del procediment realitzat, donat que es va partir d'una posada en marxa basada

en la metodologia proposada per experts.

Es va poder avaluar la relacié6 de les variables segons els resultats positius o
negatius del diagnostic gammagrafic i també la possible relacié entre les variables

de qualitat i la taxa d’encert diagnostic.

En concret es va observar una gran variabilitat en el nombre de leucocits
marcats finals i encara que es podrien esmentar connotacions de multiples
circumstancies, sembla que hi va haver una tendéncia en I'obtencio de xifres de

leucocits inferiors als recomanats.

En la nostra serie el ventall del rang assolit va ser molt ampli i pacients amb
rendiments baixos de marcatge varen ser diagnosticats amb encert. Amb valors
més baixos al 40% recomanat es varen constatar encerts diagnostics i a la seva
inversa també, perdo en canvi no es va arribar a establir una relacio directa i

significativa entre el rendiment i la taxa d’encert diagnostic.

A favor de la nostra metodologia aquesta variabilitat no es va interpretar com una
desviacié deguda als procediments realitzats per els operadors, donada la baixa
proporcionalitat de valors atipics obtinguts amb les variables estudiades, si no
més aviat al disseny del procediment elaborat o bé a altres variables inherents a

les propies limitacions de I'exploracié diagnostica %,

Compaginar les dades obtingudes amb les recomanacions de 'EANM ha servit
per avaluar millor els resultats i a la vegada plantejar nous criteris i arguments
metodologics als ja establerts. Cal ressaltar que |'estratégia proposada en aquesta

tesi doctoral no figura entre les metodologies establertes en les seves
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recomanacions i que d’haver estat coneguda aquesta proposta hauria estat

mereixedora de la seva critica i avaluacio.

Una aportacio per part de 'TEANM que, d’haver estat coneguda a temps, hauria
valgut la pena d’avaluar, sén els criteris exposats per avaluar als operadors, sent
de principal interés el control de la proporcionalitat de les cél-lules en cada pas
dels procediment, aixi com el control del *™Tc eluit a la dosi en temps real en

paral-lel al temps de la detecci6 ***.

Aguestes variables tindrien transcendencia en el casos de diagnostics
gammagrafic falsos negatius per una manca en la quantitat de leucocits marcats,
tant en la deteccié abdominal com a les localitzacions osteo-articulars, i que es
van confirmar posteriorment en els casos falsos negatius de la nostra mostra.
Falsos negatius que es van poder objectivar , en la majoria del casos de la nostra

casuistica, gracies a I'aillament dels agents patdgens causants *2°.

Per altre part, els casos falsos positius detectats ho han estat per la dificultat de
diferenciar els estats inflamatoris dels infecciosos i que en aquest cas dificilment
podria ser detectat a través dels nous controls. Ha quedat el dubte de si el petit
percentatge de plaquetes marcades podrien ser la causa d’aquest error per
localitzar-se en els processos inflamatoris i contribuir-hi a emmascarar el criteri

diagnostic.

A la unitat de Radiofarmacia li recau realitzar el marcatge dels leucocits amb
9MTc-HMPAO segons el compliment estricte del procediment protocol-litzat per
garantir la seva qualitat. Malgrat aixd, I'operador que realitza el marcatge no pot
aportar dades vers el nombre de leucocits marcats finals presents a la dosi, ni la
inevitable quantitat contaminant de la resta d’altres components cel-lulars
sanguinis, ni tampoc la distribucid del marcatge entre ells. Conseqientment,
resulta dificil garantir la mateixa biodistribucidé entre pacients un cop s’administra

la dosi. D’aquesta manera, les dades d’aquestes variables no poden ser
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determinades ni qualitativa ni quantitativament per no poder-ho realitzar

rutinariament.

També cal destacar que verificada la qualitat realitzada en el procediment del
marcatge, caldra tenir en compte el funcionalisme del leucocits marcats dins el
cos del pacient i el fet que com a tals també ocuparan un espai dins el cos en
consonancia a la seva localitzaci¢ fisiologica. La seva distribucid en el SFM,
primordialment a la melsa i als ossos plans, pot originar que les infeccions es
localitzin i/o es solapin en aquests llocs, on dificilment seran facils de diferenciar
entre els components patologic i el fisioldgic. S’espera si la ponderacié d’indexs

d’activitat a les zones establertes puguin aportar més informacio al respecte.

5.2. Objectius secundaris. Utilitat de la Metodologia aplicada

Per donar compliment al principal objectiu del treball es va aplicar la nova
estratégia de qualitat proposada per verificar la nostra propia metodologia amb la

finalitat de plantejar la seva possible aplicacio a la practica diaria.

Amb aquesta finalitat es discuteix la seva utilitat derivada dels resultats obtinguts
en la seva aplicacié en aquesta tesi. Caldria recordar aqui que la mostra de
pacients estudiats malgrat d’haver conformat diferents grups, com ja s’ha indicat
abans, van presentar una concordanca en la seva efectivitat diagnostica com es
va fet patent en el percentatge d’encerts diagnostics i evidenciat a través de

I'index Kappa obtingut.

5.2.1. Determinacions al grup |

5.2.1.1. Citometria de flux multiparametrica

En el nostre estudi la CFM s’ha comprovat que és una técnica rapida i eficag

d'analisi **° que requereix petites mostres (50 pl), el que representa en el nostre
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cas fins un maxim del 3% del volum total de la dosi, i l'activitat radioactiva
exempta de mesures de protecci6 radiologica, ja que no excedeixi els 10 MBq de
¥MTc 127 Dialtra banda, cal destacar que MFC permet l'analisi d'un nombre
estadisticament significatiu de cél-lules (de 1.000 a més de 100.000 ceél-lules) en
un temps curt (5.000 esdeveniments), i permet l'avaluacié quantitativa i la
identificacié de les cél-lules sanguinies diferenciades %,

Com es proposa en aquesta tesi doctoral, per validar I'Gs d'aquesta nova
metodologia CFM com una eina per al control de qualitat es va evitar
deliberadament realitzar métodes que podrien comprometre l'estabilitat de la
mostra durant el procés *?°. Els resultats dels controls establerts en la selectivitat i
precisio van servir per validar aquesta nova eina per al control de ’lhemogramai la

viabilitat amb uns resultats acceptables per a la seva practica diaria.

El desenvolupament practic de la metodologia proposada no implica dificultats
tecniques significatives ni durant el processament de mostreig ni en l'analisi dels
tipus de cel-lules. La determinacié dels tipus de cel-lules és rapid i facil i el
sistema proporciona el resultat a la mateixa pantalla grafica de l'equip del
citometre. Les diferéncies en la precisi6 observada entre els valors dels
coeficients de variacié en un parametre segon siguin expressats en percentatges
0 recomptes absoluts, en general es deuen a errors en la manipulacio i

guantificacio de les microesferes.

5.2.1.1.1. Al’hemograma

La CFM ens ha permés determinar un hemograma complet en qualitat i quantitat
de totes les cel-lules presents a la dosi i la viabilitat cel-lular com era I'objectiu a
complir. Els resultats obtinguts amb I’hemograma van poder verificar la proporcio
entre cada component cel-lular de la dosi. La seva determinacié permet establir la

proporcionalitat entre elles aixi com entre les poblacions leucocitaries.
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5.2.1.1.2. A la viabilitat

Aquest metodologia aporta una gran fiabilitat i déna una major credibilitat a la
tecnica habitual donat que empra un gran nombre de determinacions per a la seva
qguantificaci6. Les dades es van establir en percentatges i no en cel-lules
absolutes per mantenir el mateix criteri amb la metodologia anterior i per donar

uns resultats més precisos.

Cal esmentar, també la millora que aporta la CFM en la certesa dels resultats en
guantificar un nombre molt meés alt de cel-lules que pel sistema optic habitualment

realitzat.

5.2.2. Determinacions al grup Il

5.2.2.1. Separaci6 per densitats

El resultats es van expressar en forma de percentatges d’activitat localitzada a
cada component de la dosi respecte el total de I'activitat de la mostra. Encara que
aguesta metodologia va permetre obtenir la distribucié dels components marcats a
la dosi cal esmentar que presenta limitacions per quantificar amb més exactitud el
percentatge real corresponent a neutrofils i hematies. La qual cosa justificaria la
recerca de millors metodologies per aquest control, donada la seva rellevancia en

justificar la localitzaci6 i deteccio dels comportaments de la dosi dins el pacient.

5.2.2.2. Separaci6 isomers *™Tc-HMPAO

Aquesta metodologia, ja emprada abans de la proposta de la nova estratégia
establerta, es va constituir com un control intern del procediment realitzat i va
justificar els resultats obtinguts. També va ser motiu d’un petita modificacié per

facilitar-ne la separacié de les fases immiscibles salina i cloroformica.
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Va consistir en afegir a la fase salina unes gotes de la solucié de Trypan-blue,
usat per al control al microscopi de la viabilitat leucocitaria, amb la finalitat de fer
més visible la separacio entre les dues fases i millorar la seva separacié. Aquesta
modificaci6 va permetre garantir la separacid, facilitant la interpretacié dels

operadors.

5.2.3. Determinacions al grup IlI

5.2.3.1. Ales imatges gammagrafiques

Per assegurar la qualitat en el procés d'obtencié d'imatges, s'hauria de comprovar
gue el pacient ha seguit les recomanacions d'ingerir suficient liquid durant la seva
estada a Medicina Nuclear, amb la finalitat d'eliminar I'activitat romanent en bufeta

i concomitantment I'activitat romanent en els vasos **°.

La deteccio planar realitzada sobre la zona patologica del pacient objecte de
I'estudi no sempre permet obtenir una distribucio fisiologica de la localitzacié dels
components de la dosi i en aquest treball es va evidenciar la millora que reportaria
obtenir en una mateixa imatge la captacié a I'os pla i al llarg, diferenciats per el

seu contingut en SFM i medul-la vermella.

La generalitzacié d’estudis SPECT-TC millorara la valoracido de la distribucio
anatomica de les cél-lules marcades i permetra una millor diferenciacio de les

localitzacions patologiques.

5.2.3.1.1. Al’'abdomen

De mantenir-se el procediment actual d’obtencié d’'imatges planar a 'abdomen
guan la patologia estudiada aixi ho requereixi, la localitzacié dels leucocits
marcats a la cresta iliaca hauria de ser suficient per avaluar el funcionalisme dels

leucocits administrats.
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Els indexs proposats de quantificaci6 amb les arees de les parts toves i vasos
haurien de predir el seu bon funcionalisme. indexs superiors a la unitat indicarien
un bon compliment del procediment realitzat, independentment del nombre de
leucocits marcats, i valors molt superiors a la unitat seria indicatiu d’'un resultat

fiable de la gammagrafia.

5.2.3.1.2. Als genolls

Tal com s’ha esmentat anteriorment, la localitzacio fisiologica en els ossos llargs
no és probable que sigui molt més superior que a les altres arees estudiades de
les parts toves i inclus potser inferior als vasos. De mantenir la mateixa estrategia
de practicar sols una deteccio planar als genolls i davant el dubte d’'una manca
d’activitat per mal marcatge fora aconsellable, com s’ha suggerit abans, practicar
una deteccié a I'abdomen del pacient per verificar la captacidé a les crestes

iliaques.

5.2.4. Global de la metodologia de I'estudi

Una sincronitzacio de tots aquests controls en la mateixa dosi, haurien estat les
condicions ideals per obtenir millor encara la seva transcendencia practica. Una
bona coordinacio faria factible obtenir els resultats abans que el pacient sortis del
centre una vegada ha finalitzat I'exploracié i permetria al facultatiu responsable

verificar més dades d’interpretacid clinica.

Amb aquest treball s’espera aportar una nova estrategia de qualitat per detectar
possibles errors en el procediment de marcatge. Amb aquest fi, El sistema no
implica una pérdua significativa de la dosi ni una demora en I'atencié del pacient i
gue les dades es poden facilitar al facultatiu responsable amb temps suficient

abans d’establir el seu diagnostic clinic.
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Lla nova estrategia evita un exhaustiu nombre de controls finals i no posa en
entredit la prova per una peéerdua important de la dosi a administrar. Tampoc
representa cap perdua del ritme sequencial de la prova.

En contraposicio dels controls inicialment descrits en una deteccio a les arees
pulmonars i abdominals i a la prova de recuperacié, s’han assolit mitjiancant la

deteccié més tardana a 'abdomen i genolls dels pacients.

Aixi mentre la detecci6 inicial als 30 minuts post administracié de la dosi, permet
observar una retencio fisiologica dels leucocits marcats a la regié pulmonar
indicadora del seu bon funcionalisme i si la detecci6 es fa sobre la zona
abdominal, per verificar si la captacio esplénica és el lloc de major activitat vers el
fetge com indicador de la bona distribucid, es requereix en tots dos casos,
realitzar una deteccio addicional al pacient a més de les que cal fer per a I'estudi
de la seva patologia de 2 hores post administracio de la dosi en el cas de

patologies inflamatories al budell o a les 4-24 h en els processos infecciosos .

Amb la nova proposta es pretén aprofitar la darrera deteccié de 'abdomen com a
referent del bon funcionalisme dels leucocits marcats. En els cas que la patologia
del pacient es localitzi fora d’aquesta zona en la proposta establerta és
imprescindible realitzar la deteccié a 'abdomen per justificar el bon funcionalisme

dels leucocits marcats.

En aquest estudi, les deteccions s’han realitzat en format planar, col-locant el
detector en projeccions anterior i posterior regularment. Si la patologia a estudiar
ho requereix, s’ha d’ampliar I’exploracié amb noves deteccions laterals i obliques.
En els casos en que la zona d’estudi no sigui vers I'area abdominal, en I'estratégia
proposada, caldria aprofitar el posicionament del pacient a I'equip detector a la
darrera deteccio, sense tenir que moure’l, per realitzar una nova adquisicio
anterior de l'activitat a I'abdomen, a fi de justificar millor la localitzaci6 dels

leucocits als 0ssos rics en medul-la roja i en el SFM.
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Encara que les imatges planars han estat desbancades actualment per les
imatges SPECT i compaginades amb imatges amb TAC per presentar limitacions
en les localitzacions de focus patologics, tot i encara en el suposit d’'un rigorés
compliment dels procediments de marcatge i deteccid, el manteniment de
I'estratégia proposada continuaria essent vigent per validar el funcionalisme dels

leucocits marcats mantenint les arees descrites en aquest treball 1%,

5.3. Aplicaci6 practica

5.3.1. Transcendéncia practica

Resultats de CFM es poden obtenir en 30 minuts de forma rutinaria mitjangant la
coordinacio apropiada, oferint una eina de control de qualitat rapida per cel-lules

marcades durant I'adquisicio i generacio d'informes d'imatge.

La determinacié de la distribucié de I'activitat de **™Tc de cada component a la
dosi comporta més temps, perdo que no supera un maxim de 2 hores que és el
temps minim que cal transcorrer per obtenir imatges gammagrafiques del pacient
en els casos de la localitzacio de la patologia al budell, mentre que el marge és
molt més superior quan es tracta de patologies infeccioses que requereixen fins a
8-24 hores.

En quant a la deteccio I'Unic requisit plantejat és realitzar una nova deteccio al
pacient sobre el seu abdomen, sols en el cas de dubtes de la localitzacié dels
leucocits marcats a les patologies de les cames, amb la finalitat de verificar el
funcionalisme a través de la seva localitzacié fisiologica a la cresta iliaca o a un

altre os pla ric en medul-la vermella i SFM.

El temps que es requereix per realitzar aquesta comprovacié pot variar si es
pretén quantificar o simplement visualitzar a través del monitor, per confirmar-ho
visualment. En tot cas aquesta nova deteccié no hauria de sobrepassar en més

de 5 minuts I'estada del pacient al centre.
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5.3.2. Mostres radioactives

Totes les determinacions que cal practicar amb la nova proposta es poden
realitzar a les dependéncies de la instal-lacié radioactiva del centre, excepte en el
cas de la determinacié al citometre de flux, que cal remetre la mostra a les

dependéncies externes a la instal-lacio.

Per a la determinacio de la distribucié de la radioactivitat a la mostra cal partir
d’'una mostra de la dosi vers els 100uCi (3,7MBqQ). Activitats inferiors posen en risc
el fet de no obtenir valors creibles a pesar de la sensibilitat de I'activimetre

emprat %,

Per altre part, per no contravenir les normatives en radioproteccio, cal no superar
els 10 MBq d’activitat de la mostra en *™Tc per poder ser transmesa a la Unitat
externa que disposi del citometre de flux. Per realitzar-ho cal mesurar la mostra

remesa a l'activimetre abans del seu enviament.

5.3.3. Perdua de la dosi

L’activitat de la dosi que cal utilitzar per realitzar els controls recau en les
determinacions in vitro de la proposta plantejada, ja que els controls

gammagrafics es realitzen directament sobre el pacient.

Tal com s’ha exposat a I'apartat anterior, la quantitat de mostra requerida per
efectuar I'analitica al citdmetre no pot superar els 10 MBq i I'activitat minima per
realitzar el control de la distribucié del *™Tc és de 3,7 MBq. Considerant un valor
promig de 15 MBg per realitzar tots els controls proposats, representaria un

maxim del 5% de la dosi del pacient.
A efectes de no haver de realitzar dilucions de la mostra a remetre al citdmetre, si

es té la precauci6 de dispensar les dosis en un volum de 5 ml, pot representar una

pérdua promig de 0,25 ml per realitzar I'estudi complert.
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5.3.4. Factor temps

Tal com s’ha esmentat abans, la realitzacié de les determinacions dels controls
proposats, es realitzarien durant I'estada del pacient al centre. Solament en el cas
gue la detecci6 de la patologia del pacient estigues localitzada a les extremitats
caldria realitzar, segons la proposta de la nova estratégia, una nova deteccié a
I'abdomen per verificar el funcionalisme dels leucocits marcats en la cresta iliaca i
gue, com s’ha detallat abans, no hauria d'incrementar més de 5 minuts I'estada

del pacient al centre.

5.3.5. Lliurament dels resultats

Els resultats del citometre es poden obtenir als 30 minuts d’haver-ne trames la
mostra i la distribucio de la radioactivitat a la dosi del pacient abans de 2 hores
després de I'administracio de la dosi. Els resultats corresponents a les deteccions
gammagrafiques comporta uns altres 30 minuts per establir les arees ROI

d’'interés i la seva quantificacio.
Tenir tots els resultats comporta una coordinacié entre la realitzacio de tots els

procediments pero son factibles de ser lliurats abans d’interpretar les imatges i

redactar I'informe gammagrafic.

5.4. Limitacions
La principal limitacio d'aquest metode és la disponibilitat d'una instal-lacié6 amb un
citometre de flux i la seva disponibilitat per realitzar aquesta nova aplicacio

analitica.

També cal esmentar que es requereix d’una planificacid del treball acurada i la

coordinaci6 entre la recollida de les mostres i la seva realitzaci6 en les
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determinacions in vitro, si més no a I'haver altres dependéncies implicades en el

proceés.

Hi ha limitacions técniques com la determinacié de la fracci6 conjunta dels
hematies i neutrofils marcats i la seva separacié posterior que no ha permes
disposar de resultats fiables i que caldria substituir aquesta metodologia per un

altre sistema més efectiu.

Finalment, fer notar les limitacions de les deteccions planars que requereixen de
practicar diferents projeccions, per a una millor localitzacié de les patologies i que
en el cas de la deteccio a les extremitats no van permeten avaluar la localitzacio
fisiologica dels leucdcits marcats i, tal com ja s’ha descrit abans, per donar
compliment a l'estrategia proposada caldria realitzar una darrera deteccid als

0Sso0s rics en medul-la vermella i SFM.

Per les circumstancies ja descrites en la planificacié d’aquesta tesi no s’ha pogut
realitzar la determinaci6é d’aquestes variables a un mateix pacient. D’ haver-ho fet

es podria haver trobat més correlacio entre les variables estudiades.

Com s’ha esmentat abans, els possibles defectes metodologics davant un
resultat negatiu a la gammagrafia , els nous controls haurien pogut descartar un
possible cas de fals diagnostic en una sospita d’infeccié de protesi de genoll,
posem per cas, de mantenir un nombre suficient de leucocits marcats, una
excel-lent viabilitat, una elucié discreta del ®™Tc, una distribucié esperada a les
crestes iliaques i sense una activitat vascular circulant incrementada, malgrat que

el rendiment de marcatge hagués estat per sota del llindar de referencia esperat.
En el cas contrari, davant d’'un cas positiu, segons els resultats de la nostra

casuistica per descartar un resultat fals caldria verificar el nombre de plaquetes i

el seu marcatge.
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5.4.1. Mostra estudiada

Per les circumstancies esmentades en el transcurs del treball, la mostra de la
poblacio estudiada ha estat limitada a la coordinacié entre la demanda clinica i els
recursos humans i técnics del centre. Mentre que l'avaluacié entre les variables
estudiades ha estat el nombre suficient de casos semblants en quan s’ha emprat
el criteri de comparaci6 entre els resultats positius i negatius segons el diagnostic
gammagrafic, no ha estat aixi quan s’han comparat amb el criteri clinic. Un
increment desitjable de la casuistica hauria comportat un major endarreriment en

I’avaluacié dels resultats.

5.4.2. Rigor metodologic per validar tota la metodologia aportada

La realitzacié d’aquest estudi, de manera fraccionada per les justificacions
establertes i comentades anteriorment, no ha permes disposar de dades
conjuntes de totes les variables estudiades en la mateixa mostra de la poblacio.
Aquest fraccionament ha repercutit també conjuntament amb altres
circumstancies en no disposar d’'una major casuistica que hauria millorat la

potencia estadistica de I'estudi.

5.4.3. Control vers I'operador

En aquesta recerca no s’havia plantejat establir controls sobre les habilitats dels
operaris i en aquest aspecte semblen molt encertades les recomanacions
exposades per part de 'EAMN sobre aquest tema i que ja s’han comentat

anteriorment en aquest estudi.
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5.4.4. Cost econOmic i en recursos

En utilitzar els equips humans i materials del propi centre les despeses
economiques no han representat un increment del pressupost de la metodologia
realitzada, a excepcio del reactiu Histopaque®.

5.5. Principals aportacions

5.5.1. Practica diaria

Es pretén amb la nova estrategia proposada mesurar les variables que a la
practica diaria sén dificils de percebre i que a la llarga podrien derivar en una

desviaci6 del procediment protocol-litzat.

Tanmateix es pretén verificar la seva utilitat com a nous indicadors de la qualitat
en la practica diaria sobretot les degudes a canvis de reactius, lots, equips,
procediments i operadors, aixi com també permetra evidenciar el compliment del

proceés realitzat per a cada dosi i per a cada operador que el realitzi.

Un correcte compliment dels procediments de treball, justificaria la qualitat del
procés establert i faria recaure en les propies limitacions de la prova diagnostica
i/o en les circumstancies personals de cada pacient, les possibles causes de la

pérdua de I'encert diagnostic.

Les determinacions de les variables objectes de l'estudi soén factibles de ser
determinades per a cada dosi i pacient dels estudis diagnostics amb els leucocits
marcats amb **"Tc-HMPAO.

També cal destacar que verificada la qualitat realitzada en el procediment del
marcatge, caldra tenir en compte el funcionalisme del leucocits marcats dins el
cos del pacient i el fet que com a tals també ocuparan un espai dins el cos en

consonancia a la seva localitzacié fisiologica.
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La seva distribucié en el SFM, primordialment a la melsa i als ossos plans, pot
originar que les infeccions es localitzin i/o es solapin en aquests llocs, on
dificilment seran facils de diferenciar entre els components patologic i el fisiologic.
S’espera si la ponderacio d’indexs d’activitat a les zones establertes puguin

aportar més informaci6 al respecte.

5.5.2. Abans de protocol:litzar

En el transcurs del temps amb I'experiéncia adquirida i la practica contrastada
diaria es van introduint variables metodologiques que no solen ser validades. La
determinacié d’aquestes variables poden contribuir a facilitar-ne la validacio dels

canvis que es proposin abans de la seva protocol-litzacio definitiva.

5.5.3. Avaluar desviacions metodologiques
En el mateix sentit que I'apartat anterior per vetllar en el compliment del protocols
establerts, la determinaci0 de totes aquestes variables permetrien avaluar

possibles desviacions metodologiques del propi procediment protocol-litzat o

respecte a les recomanacions establertes en la bibliografia cientifica.

5.5.4. Avaluacio procediments
D'altra banda també serveixen per avaluar el procediment en cas que s’efectuen

canvis en els reactius, metodologies o simplement canvis dels operadors. Esta

recomanat practicar tots els controls anteriorment descrits.

5.5.5. Aportar dades no verificables

Les metodologies proposades permeten establir coneixements quantificables

d’'aquestes variables i especular sobre la qualitat del procés i la seva
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transcendencia en garantir I'encert diagnostic establert en el dia a dia d’aquesta

exploracio en cada pacient.

5.6. Implicacions per a la investigacio futura

Tal com s’ha reflectit en aquest treball una proposta ideal seria utilitzar la
metodologia conjunta descrita en cada pacient per determinar totes les variables
alhora, per detectar les possibles limitacions del procediment a cada pacient i

verificar I'existéncia de relacié entre les variables estudiades.

Tal com s’ha esmentat abans, verificar si en un mateix pacient existeix correlacio
entre els valors de les variables determinades i I'encert diagnostic establert farien
d’aquests controls una eina potent per garantir I'efectivitat clinica de I'exploracié
diagnostica. Si més no, gracies a aquesta tesi, es brinda la possibilitat de disposar

d’'una nova metodologia per realitzar-ho.

Encara meés, es podria millorar I'estrategia proposada si s’'incorporés una nova
variant per evidenciar el funcionalisme dels components de la dosi administrada a
través de I'obtencié en una mateixa imatge les arees de captacio fisiologica dels
leucocits marcats en 0ssos rics en medul-la ossia vermellai SFM (cresta iliaca) en

contrast amb els ossos amb caréncia (0ssos llargs).

Un rastreig gammagrafic del mateix pacient que abasti els dos camps, permetria

objectivar el funcionalisme dels leucocits administrats.

Aquesta proposta pren la seva rellevancia quan es tracta d’avaluar el
funcionalisme dels leucocits marcats administrats en la localitzacié de patologia
infecciosa a les extremitats, ja que habitualment la deteccié planar en aquesta
zona pot donar una imatge amb poca activitat al tractar-se d’'ossos mancats de

medul-la vermella i SFM, com s’ha senyalat abans.
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Una solucié a aquesta problematica es podria esmenar realitzant una nova
deteccié de cos sencer o si més no hemicorporal de manera que es tingués en
una mateixa imatge els dos tipus d'ossos amb la finalitat d’avaluar el

funcionalisme dels leucocits marcats administrats (Figura 39).

Figura 39. Imatges anteriors i planars de I'abdomen i genolls del mateix pacient,
contrastades amb una imatge hemicorporal del mateix pacient. La imatge pélvica permet
una millor valoracié de les cél-lules marcades.

Imatge planar
genolls

Rastreig hemicorporal
inclou os pla i os llarg

5.6.1. Metodologia exportable a nous marcatges

La implantacié d’aquesta nova metodologia podria ser també d’interés per avaluar

134 que poguessin

marcatges de leucocits amb nous radiofarmacs precursors
sorgir en el futur de I'especialitat en la cerca d’'una millor efectivitat de la prova, o
bé, en la implantaci6 citada abans del marcatge especific dels neutrofils sense els
limfocits del pacient. En tots dos casos amb la mateixa intencid de millorar la

sensibilitat i especificitat de la seva utilitzacié a I'estudi de les infeccions **.
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Destacar que l'estrategia proposada, per avaluar la utilitat diagnostica del
leucocits marcats amb *°"Tc-HMPAO, possibilita ampliar detalls sobre mdiltiples
variables que intervenen en el procés i que no havien estat avaluades
anteriorment pels controls habituals. Amb els resultats obtinguts en aquest treball
de recerca que conforma la tesi doctoral es poden establir les seguents

conclusions.

6.1. A I’ objectiu principal

La nova estrategia proposada, consistent en I'analisi de la poblacié cel-lular per
citometria de flux, la distribucié del marcatge per subpoblacions i la biodistribucio
in vivo de I'activitat administrada, ha permes verificar totes les variables objecte
de l'estudi i consequentment fer una validacio indirecta del procediment realitzat

en la seva practica diaria.

Analitzats els valors d’aquestes variables es detecta que la metodologia emprada
té com a punts forts el manteniment de la viabilitat leucocitaria, el marcatge dels
leucocits i la seva localitzacio fisiologica dins del cos del pacient. Per contra els
punts febles a destacar seria una contaminacio variable hematica i de plaquetes
inevitable, elucions del *°™Tc, desviacions del procediment per canvis
metodologics en reactius, separacions dels components i limitacions degudes a la

detecci6 planar.

Comprovades aquestes variables a la mostra estudiada es van detectar lleugeres
desviacions metodologiques que justificarien alguns errors diagnostics en el casos
falsos negatius. En canvi, els casos falsos positius obtinguts confirmarien les
propies limitacions de [I'exploracié diagnostica per diferenciar els estats

inflamatoris dels infecciosos.
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6.2. Als objectius secundaris

Dissenyades les metodologies proposades amb aquest fi cal destacar que la CFM
ens ha permeées determinar el nombre dels leucocits marcats, les poblacions
leucocitaries, la seva viabilitat, la contaminacié cel-lular present a la dosi amb
resultats de precisié acceptables i sense contravenir les normatives establertes en

radioproteccio.

La distribucié de la radioactivat entre els components de la dosi es va establir
mitjancant la separaci6 dels seus components per densitats. Aquesta metodologia
ha estat limitada per estimar amb fiabilitat la proporcionalitat entre les hematies i
els neutrofils. En canvi ha confirmat el marcatge dels limfocits, mentre que les

plaquetes ho fan en poca proporcionalitat.

La deteccio de la dosi administrada als ossos rics en medul-la vermella i SFM,
vasos i parts toves va permetre interpretar la localitzacié dels seus components i

el funcionalisme dels leucocits marcats administrats.

Tots aquests controls es van practicar emprant els medis a I'abast del nostre
centre i la seva determinacié va representar una perdua maxima del 5% de la

dosi.

Destacar també que tots els resultats son factibles d’estar a I'abast del facultatiu
de Medicina Nuclear responsable de I’exploracié abans de realitzar la interpretacio

diagnostica de les imatges.

Finalment ressaltar que la seva aplicacio a la practica diaria aportaria una millor
percepcio de la qualitat del procediment realitzat en cada pacient i també podria
ser aplicat per avaluar desviacions metodologiques en el transcurs del temps el

gue permetria verificar la robustesa del procediment realitzat.

Signat: Bernardo Soriano Borras
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