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Resumen Introduccién: Lainflamacién intraamniética se evidencia en la elevacién de citocinas y quimiocinas proin-
flamatorias, entre ellas, la interleucina 6, aun en ausencia de infeccién de la placenta. Ambas situaciones
generan una disminucién de la latencia del parto, con altas tasas de morbimortalidad perinatal. Debido a
las consecuencias deletéreas inherentes al parto pretérmino, se han propuesto marcadores bioquimicos
para evaluar suriesgo, como es la determinacién de interleucina 6 en liquido amnidtico. Objetivos: Validar
la cuantificacién de interleucina 6 en liquido amniético de mujeres embarazadas sanas a las que se les
practicé una cesarea en un hospital universitario de comunidad durante los meses de mayo a octubre
de 2021. Materiales y métodos: Se realiz6 un estudio prospectivo a partir de un analisis de precisién y
veracidad (EP15-A3), linealidad (EP6-A) e intervalos de referencia (EP28-A3C). Las muestras utilizadas
se obtuvieron a partir de la reconstitucién de controles comerciales con liquido amniético. Resultados:
La interleucina 6 en liquido amniético tuvo una performance intra e interensayo <2,5 %. La veracidad fue
validada desde el punto de vista clinico con un sesgo maximo obtenido de 5 %. El método es estadistica-
mente lineal en el rango de 1,5 a 4052 pg/ml. Y, por Gltimo, se obtuvo un intervalo de referencia de 81
a 1714 pg/ml. Conclusiones: Se logré realizar una validacién en una matriz distinta a la ensayada por el
fabricante, en este caso, lainterleucina 6 en liquido amnidtico, con el fin de ser utilizada en un modelo de
prediccién multivariable.

Palabras clave: interleucina 6, liquido amnidtico, trabajo de parto prematuro, estudio de validacién, ma-
triz alternativa, validacién analitica alternativa.

Abstract Introduction: Intra-amniotic inflammation is evidenced by the increase in proinflammatory cytokines and
chemokines, including interleukin 6, even in the absence of infection of the placenta. Both situations gen-
erate a decrease in the time between the onset of contractions and delivery, with high rates of perinatal
morbidity and mortality. Due to the inherent deleterious consequences of preterm delivery, biochemical
markers, such as the determination of interleukin 6 in amniotic fluid, have been proposed to assess its
risk. Aims: To validate the quantification of interleukin 6 in amniotic fluid of healthy pregnant women who
underwent a Cesarean section in a Community University Hospital between May and October 2021. Ma-
terials and methods: The study was a prospective study based on the analysis of precision and trueness
(EP15-A3], linearity (EPB-A] and reference intervals (EP28-A3C). The samples used were obtained from
the reconstitution of commercial controls with amniotic fluid. Results: Interleukin 6 in amniotic fluid had
anintra- and inter-assay performance < 2.5 %. Trueness was validated from the clinical point of view and
amaximum bias of 5 % was obtained. The method was statistically linear in the range from 1.5t0o 4052 pg/
mL. Finally, a reference interval of 81 to 1714 pg/mL was obtained. Conclusions: It was possible to carry
out a validation in a matrix other than the one tested by the manufacturer, in this case, interleukin 6 in
amniotic fluid, to be used in a multivariable prediction model.

Key Words: Interleukin 6; Amniotic Fluid; Obstetric Labor, Premature, Validation Study, alternative matrix,
Alternative analytical validation.
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Introduccién

Segun el Colegio Americano de Obstetras y Ginecélogos,
el parto pretérmino se define como aquel que ocurre antes
de la semana 3712, Esta condicién se constituye como la
principal causa de muerte perinatal y de secuelas a corto y
largo plazo del sobreviviente debido a la inmadurez de los
diferentes érganos, especialmente los pulmones y el siste-
ma nervioso central.

Entre el 70y el 80 % de los partos pretérmino ocurren de
manera espontanea y resultan del trabajo de parto pretér-
mino con membranas intactas (40 - 50 %) o de la ruptura
pretérmino de las membranas fetales (20 - 30 %)*. Aproxi-
madamente el 25 % restante corresponde al parto médica-
mente indicado y es resultado de la induccién del parto o la
ejecucién de una cesarea porque, en el caso de que el em-
barazo continuara, los trastornos obstétricos que desenca-
denaron dicha situacién exacerbarian el riesgo de vida para
la madre, el feto 0 ambos3.

La inflamacién solia asociarse con complicaciones du-
rante el embarazo, como aborto, parto pretérmino y pree-
clampsia. Sin embargo, actualmente, se considera que el
estado proinflamatorio juega un rol fundamental en los em-
barazos saludables, dado que permite la implantacién del
blastocisto en el Utero y el desencadenamiento del trabajo
de parto para el posterior nacimiento del neonato. Por con-
siguiente, la gestacién consiste en una alternancia entre el
estado proinflamatorio y antiinflamatorio (o de inmunoto-
lerancia) que favorece el adecuado desarrollo fetal®. Si bien
la transicién proinflamatoria hacia el final de la gestacion
ocurre de manera fisiolégica, ciertos estimulos pueden oca-
sionar una transicién prematura favoreciendo el trabajo de
parto pretérmino y desencadenando, finalmente, el parto
en pacientes con las membranas fetales intactas®. Entre
estos estimulos, se destacan la invasién microbiana de la
cavidad amniética y/o la inflamacién intraamnidtica’. Esta
Gltima se evidencia en la elevacién de citocinas y quimio-
cinas proinflamatorias, entre ellas, la interleucina 6 (IL-6),
las cuales se pueden observar aun en ausencia de infec-
cién de la placenta” 0,

Actualmente, existe un modelo propuesto por Cobo y
col.8, que sirve para clasificar a las pacientes embarazadas
con amenaza de parto prematuro antes de las 34 semanas,
de acuerdo con el riesgo de nacimiento dentro de los 7 dias

desde la admisién. Esta clasificacién permite que quienes
pertenezcan al grupo de alto riesgo sean trasladadas a uni-
dades con capacidad de cuidados intensivos neonatales y
reciban los tratamientos farmacolégicos necesarios para
mitigar las consecuencias deletéreas del parto pretérmino.
Asimismo, el manejo de las pacientes con bajo riesgo podria
modificarse debido al descenso en la intensidad de la inter-
vencién farmacoldgica. Este modelo incluye los siguientes
parametros: edad gestacional de la paciente al momento de
la admisién, medicién de la longitud cervical y concentra-
cién de glucosa e IL-6 en liquido amnidtico®!L.

Multiples marcadores bioquimicos y sus combinaciones
orientan sobre el riesgo de parto pretérmino o alertan sobre
la presencia de una infeccién o un estado inflamatorio. En-
tre los marcadores que evalGan el estado inflamatorio, se
destaca la proteina C reactiva y su cuantificacién en sangre
materna. Si bien valora la via inflamatoria, este marcador es
notoriamente inespecifico y podria verse alterado por otras
condiciones'®4 Por otro lado, el recuento de glébulos blan-
cos y la concentracién de glucosa en el liquido amniético
dan indicio de infeccidn intrauterina, la cual desencadena-
ria el parto prematuramente®>16, Cuando la paciente emba-
razada manifiesta una infeccion intrauterina, la concentra-
cién de IL-6 aumenta rapida y notablemente en el liquido
amniético y se asocia de manera notoria con el riesgo de
parto pretérmino espontaneo en pacientes embarazadas
asintomaticas'®. Esto se debe a la activacién de multiples
vias de sefalizacion de la inmunidad innata que estimulan
la liberacién de ciertas citoquinas, como la IL-6'7. Su au-
mento significativo se observa entre 24 y 48 horas antes
que se manifiesten los sintomas de una corioamnionitis,
infeccién de la placenta y el liquido amnidtico, y dentro de
las 72 horas que preceden el nacimiento esponténeo®3. Si
bien es un marcador extremadamente sensible para detec-
tarla presencia de unainfeccién intraamniética, la IL-6 tam-
bién se eleva en casos de inflamacién intraamnidtica con
ausencia de aislamiento de microorganismos en medios de
cultivo. Por consiguiente, la determinacién de este analito
podria revelar la presencia de microorganismos resistentes
al aislamiento en medios de cultivo, infecciones en tejidos
diferentes del liquido amniético e incluso, verdaderos esti-
mulos no infecciosos, como un trauma o el desprendimien-
to de la placenta’.

Tabla I. Resultados de repetibilidad y de precisién intermedia.

Repetibilidad Precision intermedia
Nivel CVR CVea UVLR CVWL CVea UVLWL
1 1,0 2,0 2,7 11 2,0 2,6
2 1,1 2,0 2,7 1,2 2,0 2,6
3 2,5 2,0 2,7 2,5 2,0 2,6

» CVR, coeficiente de variacién intracorrida; CVea, coeficiente de variacién obtenido por el estado del arte; UVLR, expansion del valor aceptado. CVWL,
coeficiente de variacién intermedia; UVLWL, expansién del valor aceptado.
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Tabla ll. Resultados de veracidad estadistica.

Nivel
1 2 3
Valor evaluado (pg/ml) 246,0 4545 867,4
Media (pg/ml) 237,2 4317 830,9
Valor Inferior (pg/ml) 243,7 450,1 850,8
Valor superior (pg/ml] 248,3 458,9 883,9

Por consiguiente, teniendo en cuenta la utilidad de imple-
mentar este modelo de prediccién y la necesidad de contar
con el valor de IL-6, es el objetivo de este trabajo validar la
cuantificacion de IL-6 en liquido amnidtico de mujeres em-
barazadas sanas, sin ningun factor de riesgo segun revision
del equipo médico, a las que se le practic6 una cesarea en
un hospital universitario de comunidad durante los meses
de mayo a octubre de 2021.

Materiales y métodos
Metodologia

Se llevé a cabo un eEstudio de validacion del ensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA) de tipo sandwich para
Elecsys IL-6 en el inmunoanalizador Cobas e601, desarro-
llado por la empresa Roche Diagnostics. Esta prueba inmu-
nolégica detecta de forma cuantitativa la IL-6 en muestras
de suero y plasma con un intervalo de medicién que va de
1,50 a 5000 pg/ml, por lo cual se debe llevar a cabo una va-
lidacion, dado que su medicidn en liquido amniético supone
una modificacién de las instrucciones del fabricante, segln
lanorma IS0 15189.

Materiales utilizados

Las muestras empleadas para la evaluacién de preci-
sién y veracidad se obtuvieron a partir de los dos niveles
de control PreciControl Multimarker y del nivel mas alto del
calibrador IL-6 CalSet, reconstituidos con muestras de liqui-
do amnidtico extraidas por puncién del saco amnidtico de
pacientes embarazadas sanas a las que se les practicé una
ceséarea. Como criterio de inclusion, se utilizaron muestras
de mujeres mayores de 18 afios con parto a término y sin
ningun factor de riesgo, segun revisién del equipo médico.

Ensayos realizados
a) Precisién y veracidad

Con el objeto de verificar la precision y veracidad del mé-
todo, se utilizé la guia EP15-A3 User Verification of Precision
and Estimation of Bias del Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI). Los datos fueron analizados con el
programa GMonitor v8.2.
Repetibilidad

El ensayo se realizé mediante comparacion del CVR (co-
eficiente de variacion intracorrida) propio del ensayo con
el CVea (coeficiente de variacién obtenido por el estado del
arte) y UVLR (expansién del valor aceptado]. Se utilizé como
criterio de aceptacién CVR menor que CVea o, de no cumplir-
se, CVR menor que UVLR.
Precision intermedia

El ensayo se realizé mediante comparacién del CVWL
(coeficiente de variacién intermedia) con el CVea y UVLWL
(expansion del valor aceptado). Se utilizé como criterio de
aceptacion CVWL menor que CVea o, de no cumplirse, CVWL
menor que UVLWL.
Veracidad estadistica

Durante 5 dias, se realizaron las determinaciones del
analito por quintuplicado y se obtuvo su media. Los valores
extremos, superior e inferior, se obtuvieron aplicando el test
de Student (t]. Se utilizd como criterio de aceptacidn que la
media obtenida estuviera comprendida dentro del rango de-
finido por los valores inferior y superior.
Veracidad clinica

El ensayo se realizé comparando el ESa(c] (error siste-
matico aceptable en unidades de concentracion) con el ses-
go (también en unidades de concentracion). Se utilizé como
criterio de aceptacion que el sesgo fuera menor que el Esa,
que se define como el 50 % del ETa (error total aceptable).

Tabla lll. Resultados de veracidad clinica.

Nivel
1 2 3
ESa (c]) (pg/ml) 18,5 34,1 65,1
Sesgo (c] (pg/ml) -8,8 -22,8 -36,5
Sesgo% 3,6 5,0 4.2

» ESa, error sistematico aceptable.
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Tabla IV. Resultados de las diluciones equidistantes para analisis de linealidad.

Muestra Valor asignado Replicado 1 Replicado 2
(pg/mi] (pg/mi] (pg/ml]

1 1,5 23,6 24,2

2 1014,1 1045,0 1046,0
3 2026,7 2053,0 2076,0
4 3039,4 3079,0 3141,0
5 4052,0 3939,0 4119,0

b) Linealidad férmula: CVp=2(Nm.CVm]/XNm, donde Nm es la cantidad de

Para el ensayo de linealidad se utiliz6 una muestra de
liquido amniético con concentracién elevada de IL-6, prove-
niente de una paciente con parto pretérmino, a partir de la
cual se realizaron 5 diluciones equidistantes con el diluyen-
te universal del laboratorio Roche. Se procesaron las mues-
tras por duplicado.

La guia Evaluation of the Linearity of Quantitative Analyti-
cal Methods (EPG-A) propuesta por el CLSI fue empleada
para la validacién del requisito de linealidad. El procesa-
miento de los datos se efectud con el software LinChecker.

c) Intervalo de referencia

Para realizar este estudio, se requirieron 120 muestras
de liquido amnidtico extraidas por puncién del saco amnig-
tico de pacientes embarazadas sanas a las que se les prac-
ticé una cesarea.

Se procedié de acuerdo con la guia del CLSI EP28-A3C
Defining, Establishing, and Verifying Reference Intervals in
the Clinical Laboratory con el objeto de evaluar los limites
de referencia. Los datos obtenidos fueron analizados con el
software EP Evaluator 12.3.0.2.

Requerimientos de calidad

Los coeficientes de variacién utilizados no corresponden a
los pardmetros estadisticos provistos por el fabricante, sino a
valores determinados que se asignan, ya que se trata de una
técnica sin controles comerciales. Se definié como criterio de
aceptabilidad el CVea de 2 % para los tres niveles ensayados.
Dicho valor corresponde al menor coeficiente de variacidn
obtenido de los controles comerciales utilizados para IL-6 en
suero durante el mes que se llevé a cabo el procesamiento
del ensayo de precision. Incluso este valor es menor que los
brindados por el fabricante para los controles comerciales de
IL-6 en suero.

El ETa utilizado es 15 %, el cual se determind mediante el
método del estado del arte!®. El valor se obtuvo mediante el
célculo ETa%=CVp*3, donde CVp es el coeficiente de variacién
ponderado, obtenido a partir de los controles de IL-6 en suero
durante el afo 2021, calculado de acuerdo con la siguiente

controles que se corrieron durante un mes y CVm es el coe-
ficiente de variacién mensual correspondiente a dicho mes.

Resultados
a) Precision y veracidad
Repetibilidad

De los tres niveles evaluados, los dos primeros se acep-
taron, ya que los valores obtenidos de CVR propios son me-
nores que el requisito objetivo (CVea) de 2 %, en cambio, el
nivel 3 se acepta utilizando la expansion del nivel permitido
(UVLR). VerTabla .
Precision Intermedia

De los tres niveles evaluados, los dos primeros se acep-
tan, ya que los valores obtenidos de CVWL propios son me-
nores que el requisito planteado (CVea) de 2 %, en cambio, el
nivel 3 se acepta utilizando la expansion del nivel permitido
(UVLWL). Ver Tablal.
Veracidad estadistica

A partir de los datos obtenidos de los distintos niveles
ensayados, se calcula la media de las 25 repeticiones para
cada uno de los 3 niveles.

Como las medias de los tres niveles se hallan por fuera
de los intervalos de medicidn calculados, la validacion es
rechazada desde un punto de vista estadistico. Ver Tabla Il.

Veracidad clinica

Se evaluda la veracidad clinica por medio de la estimacién
del sesgo para luego compararlo con el error sistematico
permitido. La veracidad es verificada desde el punto de vis-
ta clinico, puesto que el sesgo es inferior al 50 % del ETa. Ver
Tabla lll.

b) Linealidad

El analisis de los datos y la consiguiente obtencién de
la ecuacién de la recta permiten establecer la ausencia del
error de no linealidad; por tanto, se verifica que el método
es estadisticamente lineal en el rango de concentraciones
evaluado, siendo el mismo de 1,5 a 4052 pg/ml. Ver Tabla
IVy Figura 1.
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Figura 1. Rango lineal de IL-6 en liquido amniético
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c) Intervalo de referencia
Se obtuvo un rango de referenciade 81 a 1714 pg/ml (ex-
presado en log10: de 1,9 a 3,2). Ver Tabla V.

Discusion

Con el avance de las investigaciones cientificas y la ra-
pida difusién de los resultados, es cada vez mas frecuen-
te que se solicite a los laboratorios de analisis clinicos la
determinacién de analitos en matrices diferentes de las
evaluadas inicialmente. Esto implica el desafio de validar
marcadores bioquimicos en una nueva matriz para la cual
no suele haber controles y calibradores comerciales!®. En
este sentido, se llevd a cabo la validacién de IL-6 en LA a fin
de garantizarla calidad de los resultados dando respuestaa
una necesidad médica.

La utilidad de esta validacidn reside en la inclusién de la
determinacién de IL-6 en LA como parte de un modelo de
prediccién multivariable que ha demostrado una tasa de
deteccién de parto espontaneo dentro de los 7 dias del 87
%, una tasa de falsos positivos del 33 % y un valor predictivo
negativo del 80 %, poniendo de manifiesto la eficiencia diag-
néstica de este modelo®. Resulta asi la IL-6 el analito con |a
mejor sensibilidad y especificidad en la deteccidn del parto
espontaneo en comparacién con otros mediadores inflama-
torios, y su asociacién con la longitud cervical contribuye a
la prediccion del parto pretérmino espontaneo?.

Una de las ventajas del modelo de prediccién desarrolla-
do y validado por Cobo y col. es que comprende variables
mensurables inmediatamente luego de la admisién o al
cabo de unas horas, incluyendo parametros clinicos (lon-
gitud cervical medida por ultrasonido), epidemioldgicos
(edad gestacional al momento de la admisién] y bioquimi-
cos (glucosa e IL-6 en el liquido amniético)®. La validacién

de la determinacién de IL-6 en LA permite completar las va-
riables y, de este modo, aplicar el modelo de prediccién a las
pacientes de nuestro hospital.

En cuanto a las limitaciones de este trabajo, en primer
lugar, los valores de IL-6 en LA esperados en la poblacién
objetivo [mujeres con embarazos Gnicos de menos de 34
semanas, ingresadas con diagndstico de trabajo de parto
prematuro y membranas intactas) se encuentran en el ran-
go de 1020 a 20800 pg/ml, segun Cobo y col.8. Sin embargo,
para los estudios de precisién y veracidad, en nuestro traba-
jo, se utilizaron muestras con niveles de IL-6 muy inferiores,
determinados por la concentracién en los materiales comer-
ciales disponibles. En este mismo sentido, no se consideré
necesaria la determinacién del limite de cuantificacién de-
bido a que los valores esperables en pacientes con riesgo
de parto pretérmino son muy superiores al limite inferior del
rango analitico (1,5 pg/ml). Asimismo, tampoco se realizé el
estudio de estabilidad, ya que esta practica es considerada
de urgencia en nuestro medio, y la relevancia de la informa-
cién que arroja supone el procesamiento de la muestra de
manera inmediata.

Por otro lado, en el presente trabajo, el rango de referen-
cia fue determinado en muestras de pacientes con embara-
zos a término, mientras que Cobo y col.? utilizan el modelo
de prediccién en una poblacién de embarazadas pretérmi-
no. Sin embargo, hay autores que evidenciaron que los ni-
veles de interleucina 6 en el liquido amnidtico permanecen
relativamente estables durante el embarazo y no se ven
afectados por la edad gestacional ni por factores maternos
como el origen étnico, edad, indice de masa corporal (IMC),
tabaquismo, paridad o método de concepcién. Los valores
de referencia que se obtuvieron en el presente trabajo, ex-
presados en log10, son semejantes a los obtenidos por Del
Barco y col., a pesar de que el analisis haya sido efectuado
en semanas de gestacion diferentes?®?!. Cabe destacar la
limitacién que representa el tipo de muestra y el modo de
obtencidn, teniendo en cuenta la dificultad de realizar una
amniocentesis a pacientes embarazadas de menos de 34
semanas sin trabajo de parto prematuro. Este es justamen-
te un obstdaculo importante para la aplicacién del modelo
aun en pacientes candidatas al mismo. En muchos de los
trabajos hasta el momento publicados, se ha dosado IL-6 en
muestras que fueron obtenidas con otros objetivos como,
por ejemplo, estudios genéticos®®2L,

Otro aspecto a considerar es que, al ser una practica
realizada en una matriz no validada por el fabricante, no se
cuenta con requisitos de calidad tabulados en las fuentes
habitualmente consultadas??, lo que genera la necesidad
de utilizar como objetivos de calidad aquellos establecidos
segun el estado del arte en nuestro laboratorio. De todos
modos, si bien corresponden a otra matriz (suero), en todos
los casos, se utilizaron aquellos datos mas desafiantes para
ganar en rigurosidad.

Finalmente, se logré la puesta a punto de la determina-
cién de IL-6 en LA sorteando la dificultad de una validacién
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Tabla V. Resultados de IL-6 en LA de mujeres embarazadas sanas.

Muestra Resultado Muestra Resultado Muestra Resultado Muestra Resultado
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

1 311,7 31 222,9 61 359,/ 91 540,6
2 1425,0 32 345,5 62 151,7 92 1716,0
3 271,1 33 517,27 63 611,3 93 256,5
4 1185,0 34 208,5 64 618,8 94 350,8
5 286,4 35 179,5 65 616,6 95 340,8
6 595,7 36 986,9 66 532,1 96 580,8
’ 1183,0 37 92,9 67 471,0 97 345,8
8 94,8 38 80,2 68 377,1 98 124,2
9 1276,0 39 123,0 69 1866,0 99 396,7
10 1403,0 40 1376,0 70 738,6 100 690,2
11 199,3 41 456,9 71 283,3 101 661,1
12 1544.,0 42 462,1 72 126,5 102 194,5
13 182,1 43 276,5 73 1238,0 103 453,3
14 148,7 44 697,3 ’4 234,7 104 327,5
15 571,8 45 188,8 ’5 939,4 105 985,8
16 1854,0 46 197,9 76 193,0 106 515,5
17 1044,0 47 3779 77 196,1 107 328,6
18 537,8 48 479,7 ’8 387,0 108 189,9
19 652,2 49 878,7 79 588,3 109 220,2
20 270,0 50 319,3 80 72,2 110 71,8

21 502,0 51 1002,0 81 228,5 111 218,4
22 539,8 52 477,0 82 627,8 112 308,4
23 347,4 53 258,7 83 241,2 113 1159,0
24 439,1 54 24,1 84 694,1 114 646,3
25 1650,0 55 612,4 85 817,7 115 305,5
26 453,1 56 158,9 86 3751 116 697,3
27 307,7 57 238,0 87 338,1 117 151,9
28 265,4 58 2754 88 209,0 118 197,0
29 229,9 59 270,0 89 441,4 119 312,5
30 1304,0 60 770,3 90 1435,0 120 1040,0
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sin materiales comerciales ni requerimientos de calidad
propios para dicha matriz. No obstante, en el mismo sentido
que exponen Loyola y col.!9, esto genera a futuro la necesi-
dad de contar con controles de calidad internos y externos
con el objetivo de mantener la calidad de los resultados in-
formados.
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