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Resumen

Objetivo: El proposito de este estudio es probar la hipotesis de un olor corporal caracteristico
en narcolépticos como indicador de diagnéstico.

Métodos: Se testan muestras de sudor de 12 narcolépticos y 22 controles sanos de forma inde-
pendiente por 2perros entrenados. Su deteccion, positiva o negativa, se compara con el
diagnostico gold standard de narcolepsia. Ni adiestrador ni perros conocian el tipo de muestra
seleccionada o su emplazamiento en el dispositivo de busqueda.

Doce pacientes con narcolepsia, de ambos sexos y distintas edades, reclutados entre abril de
2011 y junio de 2012 y diagnosticados segln criterios estandar mediante su historia clinica y la
polisomnografia nocturna seguida de test de latencia multiple del suefo, conforman el grupo
de pacientes. El grupo control esta formado por 22 voluntarios sanos, de ambos sexos y distintas
edades, sin trastorno del sueno.

Las muestras de sudor, tanto de pacientes como de controles, se recogieron siguiendo el
mismo protocolo para evitar contaminacion y fueron testadas de forma independiente por
2 perros entrenados.

Resultados: Once narcolépticos son detectados positivamente por los perros frente a solo
3 controles sanos.

Conclusion: Parece que los pacientes con narcolepsia tienen un olor corporal tipico que los
perros entrenados pueden detectar. El desarrollo de un test de olfato para el diagnéstico de
narcolepsia abre nuevas areas de investigacion.
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Narcolepsy and odour: Preliminary report

Abstract

Objectives: This study has been carried out to test the clinical hypothesis of personal smell as
a hint to the diagnosis of narcoleptic patients.

Methods: Sweat samples from narcoleptic and healthy controls were tested independently by
two trained dogs and their positive or negative detection compared to the gold standard dia-
gnosis for narcolepsy. Neither trainer nor dog knew the source of the sample selected or its

Canine scent
detection;
Myotonic dystrophy

placement in the search device.
Twelve narcoleptic patient, both sexes and various ages, recruited from April 2011 to June
2012 and diagnosed according to standard criteria, through their clinical records and nocturnal

type 1 polysomnography plus multiple sleep latency test, made up the patient group. The control group

was made up of 22 healthy volunteer without sleep disorders, both sexes and various ages.
Sweat samples from both patients and controls were collected following the same protocol

to avoid contamination, and tested independently for two trained dogs.
Results: Eleven narcoleptic were detected positive by the dogs while only three controls.
Conclusion: It seems that narcoleptic patients have a distinct typical odour that trained dogs
can detect. The development of olfactory test could be a useful method in the screening of
narcolepsy while opens a new research area.
© 2013 Sociedad Espafola de Médicos de Atencion Primaria (SEMERGEN). Published by Elsevier
Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccién

La narcolepsia es un trastorno primario del suefo que se
caracteriza por excesiva somnolencia diurna, ataques de
suefo, cataplejia y paralisis de suefio con alucinaciones
hipnagogicas. El suefio REM vy las variables de continui-
dad del sueio también estan alterados en los pacientes
narcolépticos'. Se desconoce la etiologia de la narcolep-
sia en humanos, aunque se da gran importancia al papel
del sistema orexina/hipocretina, tanto en humanos como en
animales’3. La prevalencia de la narcolepsia es de 1/2.000*
y el diagndstico se basa en los datos clinicos y los estudios
polisomnograficos. Hay diferentes comunicaciones de sinto-
mas de narcolepsia debidos a lesiones organicas por tumores
de cerebro medio, gliomas pontinos y gliosis hipotalamica®®,
y también asociadas al sindrome de Down’.

Distintos miembros de nuestro equipo apreciaron que los
pacientes narcolépticos tenian un olor diferente, caracteris-
tico. El uso de los aromas como indicadores de enfermedad
se remonta a la medicina tradicional®’, valorandolo en
diferentes secreciones organicas, el aliento y el sudor.
En 1837 se identificd la produccion de benzaldehido por
microorganismos'’; en 1876, el olor de la heridas infec-
tadas con cultivos de laboratorio de antrax''; en 1923 se
demostraron olores asociados a cultivos de Pseudomonas
aeruginosay Mycobacterium tuberculosis'?. El uso del olfato
como medio diagndstico a la cabecera del paciente se ha
utilizado durante muchos afos en patologias como el fallo
hepatico, uremia, cetonemia, enfermedades metabdlicas en
ninos, tifus, acromegalia, ingestion de productos quimicos,
esquizofrenia y fenilcetonuria' ™4,

El olfato es el principal sentido que permite a la mayo-
ria de organismos detectar predadores, comida, parejay, de
ese modo, perpetuar la especie. A través del olor la mayoria
de los organismos son capaces de crear una representacion
interna del mundo externo mediante mecanismos de recono-
cimiento de la informacion sensorial del entorno’. El input

del sentido del olfato esta muy bien definido por compuestos
quimicos con una estructura molecular precisa'®. En el olor
hay un conjunto complejo de productos quimicos volatiles
procedentes de la orina, el aliento, la sangre, las secrecio-
nes vaginales y el sudor'®'’. Los perros se pueden entrenar
para detectar cualquier sustancia olorosa, incluso en pre-
sencia de otros olores que interfieran'®. Pueden detectar
cantidades muy pequenas de sustancias con muy diferen-
tes formas y tamafnos moleculares'® y moléculas con muy
pequefias diferencias estereoisoméricas'®?°. La capacidad
olfatoria del perro es la mayor de los mamiferos y puede ser
un millon de veces superior a la de los humanos.
Actualmente hay un empleo cada vez mayor de perros
entrenados para la deteccion, el reconocimiento y la
localizacion de olores. Distintos factores ambientales, con-
ductuales y genéticos influyen en la capacidad de los
perros'®, y las opiniones del entrenador son fundamenta-
les para una buena deteccion del olor?'. Se han llevado a
cabo numerosos estudios clinicos basados en la deteccion
olfativa en tumores e infecciones, con un nivel de sensibili-
dad y especificidad cercano al 100% en melanomas??, en el
cancer de pulmén y de mama?3, en cancer de ovario?, en
el cribado de cancer de colon? y en otros tumores?®.
Gracias a la capacidad de perros entrenados para detec-
tar diferentes olores y con la sospecha clinica de que los
pacientes con narcolepsia tienen un olor diferente, se pro-
pone este estudio para testar la hipotesis clinica del olor
corporal como indicador de diagnodstico en la narcolepsia.

Métodos

Siguiendo los criterios de la American Academy of Sleep
Medicine?’, los pacientes con narcolepsia fueron diag-
nosticados mediante la historia clinica y el registro
polisomnografico nocturno seguido de test de latencia mul-
tiple del sueno (TLMS). El grupo control estaba formado por
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individuos sanos de ambos sexos y diferentes grupos de edad,
que completaron un cuestionario que permitia excluir cual-
quier sospecha de narcolepsia o de otra patologia asociada
al sueno. Los pacientes fueron inscritos en el estudio desde
abril del 2011 hasta junio del 2012. Todos los pacientes y
controles firmaron un consentimiento informado.

Muestras de sudor

Las muestras fueron recogidas, tanto en pacientes como
en controles, conforme al siguiente protocolo: lavar manos
y brazos durante 30s con jabdon no perfumado (agua, gli-
cerina vegetal, coco, jabon de jarabe de maiz, alcohol,
acido citrico, vitamina E vegetal, nada mas); aclarar manos
y brazos con agua durante 2min; secar las manos al aire
durante 2 min; frotar las palmas de las manos sobre los bra-
zos durante 5min; poner la gasa entre las palmas de las
manos durante 10 min mientras se camina, y frotar manos,
brazos y antebrazos; introducir la gasa en el envase y taparlo
con el septum; identificar la muestra (sexo, edad, fecha de
la toma) y mantener la muestra refrigerada a 5°C hasta su
remision para realizar el test (siempre en el curso de las 24 h
posteriores a la del momento de su obtencion).

Para evitar contaminaciones, solo el paciente o control
tuvieron contacto con el material empleado para el mues-
treo (envase, septum, pinzas y gasa). Antes de proceder al
muestreo los candidatos tenian que evitar el uso de perfu-
mes, fragancias, desodorantes, tabaco, asi como cualquier
fuente de contaminacion externa. Las gasas eran de algodon
estéril para uso quirlrgico.

Perros y adiestramiento

Para la deteccion se eligieron 2 perros: un macho de nom-
bre Kuns y la hembra Coca, de raza labrador retriever de
4anos de edad, en vez de solo uno como se ha hecho en
otros ensayos clinicos publicados, para aumentar la fiabili-
dad. Pensamos que el acuerdo entre perros podria aumentar
el valor del test. Ambos perros pertenecen a la Guardia
Civil, instituto armado de naturaleza militar cuya mision es
proteger el libre ejercicio de los derechos y libertades, y
garantizar la seguridad ciudadana®. Su Servicio Cinoldgico
(SECIR) fue creado en 1951 para el entrenamiento y la utili-
zacion de perros en la busqueda de personas desaparecidas,
intervencion en desastres, localizacion de drogas o explosi-
vos, rescate en la montana, etc., y es el que ha llevado a
cabo el entrenamiento y la realizacion de todos los test de
deteccion de las muestras enviadas.

La perra Coca habia sido entrenada para la deteccion de
drogas (deteccion activa) y Kuns para deteccion de explosi-
vos (deteccion pasiva). En la deteccidn activa, al detectar el
olor especifico Coca se activa y mueve y utiliza manos y ufas
esperando recibir la recompensa. En la deteccion pasiva,
ante la muestra especifica Kuns demuestra una inhibicion en
su activacion y movimientos y adopta la posicion de sentado
y recibe la recompensa.

El método de adiestramiento para detectar el olor espe-
cifico de un paciente con narcolepsia fue el siguiente: se
crian labradores retriever de mediano tamafio con poderoso
sentido del olfato y se socializan para adaptarse a los luga-
res de intervencion. Se expone a los perros al olor de los

narcolépticos (los 2 primeros) utilizando gasas impregnadas
en su sudor, hasta que los perros lo asocian con la recom-
pensa y demuestran que discriminan ese olor frente a otras
muestras de sustancias olorosas y de gasas impregnadas del
sudor de controles sanos. Se entrend a los perros para rea-
lizar la busqueda y la identificacion del olor, utilizandose
busqueda cerca del guia (con correa) o alejada del guia (sin
correa). Para mejorar el procedimiento se disend un mueble
asentado en un dispositivo de busqueda vertical con 8 com-
partimentos, que permitia exponer las gasas impregnadas
con el sudor de pacientes junto a otras de controles sanos y
de otras sustancias a la identificacion de los perros, en una
linea de registro entre 2 puntos (inicio y final).

Se disponia una muestra positiva junto a otras 7 como
controles, cada una en un compartimento diferente, cam-
biando continuamente los emplazamientos de la gasa
problema y el de las sustancias que se utilizaron como
control (gasa impregnada con el sudor de sujetos sanos y
resto de sustancias), previa limpieza de los compartimentos
con alcohol en cada determinacion. Ni perro ni adiestrador
conocian el emplazamiento de la muestra problema en el
dispositivo de busqueda.

Los perros trabajaron en una habitacion de 6 x 9m en
la que se dispusieron 2 paneles contiguos de conglomerado
y formica de 366 x 91 cm de largo y 2cm de grosor, per-
pendiculares al suelo, asentados sobre patas de metal, con
4agujeros de 7,5 cm de didmetro, una separacion entre agu-
jeros de 88 cm y una altura respecto del suelo de 57,5cm. La
distancia del Ultimo agujero al final del panel era de 44cm,
que sumada a la del otro panel mantiene la distancia de
88 cm con el resto de agujeros. En la parte posterior de los
paneles se dispusieron 4 contenedores con tapa coincidiendo
con los agujeros del otro lado. Se utilizaron tornillos de
madera para sujetar los paneles de 30 cm de ancho x 20cm
de profundidad x 20cm de alto. Como se ha comentado
anteriormente, se utilizd deteccion activa y pasiva, y cada
perro utilizé un método especifico. El entrenamiento de los
perros se realizd entre marzo y abril de 2011.

Ensayos

Los test se realizaron entre abril del 2011 y julio del 2012.
En cada test se utilizaron muestras nuevas de pacientes y
controles. Los perros pasaban ante los boxes para la detec-
cion una sola vez en cada test. Se realizaron como maximo
2 tests diarios con muestras diferentes. Se trataba de un
estudio doble ciego (ni adiestrador ni perro conocian el tipo
de muestra seleccionada ni su emplazamiento en el dis-
positivo de busqueda), con doble test de los perros (cada
muestra fue analizada de forma independiente por cada uno
de los perros) y 2 actitudes diferentes de deteccion (activa
y pasiva). Los perros siempre estuvieron bajo control vete-
rinario, en perfecto estado de salud y sin lesiones.

Analisis estadistico

Se describe la distribucion de las variables edad, género y
habito tabaquico entre pacientes y controles. Se realiza un
analisis del grado de acuerdo entre observadores (perros)
en la discriminacion/deteccion de muestras procedentes de
pacientes narcolépticos y de controles sanos mediante el
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estadistico coeficiente Kappa (intervalo de confianza [IC] del
95%).

Puesto que ambas pruebas, problema (deteccion por los
perros) y referencia (diagnostico gold standard), tienen una
distribucion binaria, el analisis de las caracteristicas ope-
racionales de la prueba diagnostica problema se realiza
mediante una tabla de 2 x 2. Se hacen estimaciones de la
sensibilidad (Se), la especificidad (Esp) y los valores predic-
tivos positivo y negativo (VPP+, VPN-), con sus IC del 95%.
Se hara una valoracion conjunta del comportamiento de Se'y
Esp mediante una curva ROC, cuya area bajo la curva repre-
senta la probabilidad de que al aplicar el test a 2sujetos
tomados al azar, uno paciente y otro control, los identifique
apropiadamente (figs. 1y 2).

Para controlar el efecto de la prevalencia de narcolepsia
en la serie estudiada y generalizar los resultados de los esti-
madores diagnosticos a diferentes situaciones clinicas, se
calcularan los cocientes de probabilidades (CP) como forma

alternativa de describir el resultado de un test diagnostico.
El CP- puede utilizarse para calcular la probabilidad del
trastorno tras un test positivo o negativo. El CP+, cociente de
probabilidad de un resultado positivo [Se/ (1 - Esp)], informa
de cuanto mas probable es que tal resultado provenga de
un paciente con narcolepsia que de un control. El CP-
[(1 - Se)/Esp] informa de cuanto mas probable es que dicho
resultado provenga de un control que de un paciente. La
probabilidad clinica inicial (probabilidad preprueba [Ppre]),
establecida heuristicamente por el médico (grado de sospe-
cha clinica), se modifica (probabilidad postprueba [Ppost])
en funcion de la eficacia de la prueba diagndstica de acuerdo
con la function Oddspost = CP x Oddspre.

El término Odds es una forma de expresar la probabilidad
(p) muy conveniente para determinados calculos matema-
ticos. La conversion de probabilidad en Odds se realiza
hallando el cociente (p/1-p); la conversion de Odds en
probabilidad calculando el cociente Odds/(1+Odds).

Resultados

Se han estudiado 34 sujetos: 12 diagnosticados de narcolep-
sia y 22 controles sanos. La mediana de edad de la serie era
de 33,36 anos en pacientes y 33 en controles. El 68% de los
casos eran hombres, distribuidos en 62% en pacientes y 73%
en controles. La frecuencia de fumadores en el total de la
serie, entre casos y controles, era de 26, de 23 y de 31%,
respectivamente. Para mas detalles, consultar las tablas 1
y 2.

El grado de acuerdo ajustado por el azar (indice Kappa)
entre los 2 perros detectores fue de 0,94 (IC 95%, 0,83-1,00).

Las caracteristicas diagndsticas operacionales basicas
obtenidas en el experimento (IC95%) son: sensibilidad
0,92 (0,72-1,00), especificidad: 0,86 (0,70-1,00), VPP+:
0,79 (0,54-1,00) y VPN- 0,95 (0,83-1,00). El area bajo la
curva ROC (receiving operator characteristic curve) es 0,89
(IC95%, 0,78-0,99). El cociente de probabilidad de un test
positivo es 6,72 (2,32-19,51) y el de un test negativo 0,10
(0,01-0,63). En la tabla 3 se presenta un analisis de sen-
sibilidad de las probabilidades postprueba obtenidas para
resultados positivos y negativos del test en diferentes situa-
ciones de sospecha clinica (probabilidad preprueba). La
primera linea muestra la prevalencia poblacional estimada
de narcolepsia en la poblacion europea®.

Si el resultado de la prueba es positivo, las estimaciones
iniciales sobre la probabilidad de que el paciente observado
tenga en efecto una narcolepsia aumentan hasta 0,3, 0,7,
6,4, 24,6, 26,1, 42,7 y 62,7%, respectivamente. Si la prueba
es negativa disminuyen hasta 0, 0, 0,1, 0,5, 1,1, y 2,4%,
respectivamente.

Discusion

Los resultados obtenidos en el estudio muestran que los
pacientes con narcolepsia desprenden un olor especifico que
puede ser detectado por animales de alta capacidad olfato-
ria debidamente entrenados.

Los valores puntuales de los indices diagndsticos son
altos, aunque por el limitado tamano muestral se observan
intervalos de confianza amplios. Los resultados del estu-
dio informan de una alta capacidad predictiva del test,
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Tabla 1  Distribucion de la variable edad entre pacientes y controles
Distribucion por edad
Diagnostico Media DE Minima Percentil 25 Percentil 50 Percentil 75 Maxima n Perdidos
Controles 29,50 9,60 0,42 31,00 32,50 34,00 36,00 22 0
Narcolépticos 44,42 22,01 18,00 26,50 40,00 59,50 84,00 12 0

Tabla 2 Distribucion de la variable género entre pacientes
y controles

Distribucion por género

Diagnostico Sexo Total

Frecuencia Mujeres Varones

Porcentaje

Porcentaje de

renglon-Porcentaje

de columna

Controles 6 16 22
17,65 47,06 64,71
27,27 72,73
60,00 66,67

Narcolépticos 4 8 12
11,76 23,53 35,29
33,33 66,67
40,00 33,33

Total 10 24 34
29,41 70,59 100,00

Tabla3 Analisis de sensibilidad de las probabilidades post-
prueba

Ppre. Proporcion (%) Test Ppost (%) Test Ppost (%)
0,0005 (0,05) + 0,3 - 0,0
0,001 (0,01) + 0,7 = 0,0
0,01 (1,00) + 6,4 - 0,1
0,05 (5,00) + 26,1 - 0,5
0,1 (10,0) + 42,7 = 1,1
0,2 (20,0) + 62,7 - 2,4

Ppost: probabilidad post-prueba; Ppre: probabilidad pre-

prueba; Test: resultado del test.

particularmente si el resultado es negativo. Cuando la
deteccion por el olor es negativa, la probabilidad de que
el paciente tenga narcolepsia baja a valores clinicamente
irrelevantes. Cuando la deteccion por el olor es positiva la
probabilidad de que el paciente tenga narcolepsia aumenta,
pero no hasta niveles clinicamente suficientes, por lo que el
diagnostico deberia confirmarse por otros medios, conforme
a criterios gold standard.

De los 22 controles sanos hay 3 casos detectados como
falsos positivos para narcolepsia. Reevaluados clinicamente
y mediante polisomnografia se descartd narcolepsia. Este
falso positivo podria ser debido a contaminacion en el
manejo de las muestras o a una situacion fisiologica o
patologica de dichos controles que en este momento des-
conocemos.

En la practica clinica, conseguir perros bien entrenados
para dar un diagnostico a una patologia concreta basada en
su capacidad olfatoria no es facil dado el tiempo que se
consume para el entrenamiento con cada perro en un deter-
minado olor. En el estudio se pone de manifiesto la gran
concordancia para la deteccion de un olor especifico entre
los 2 perros, demostrandose su excelente capacidad para un
entrenamiento dirigido, aunque su duracion en el tiempo,
logicamente, es limitada por su condicion biologica. Por todo
ello es necesario desarrollar un método para identificar los
compuestos organicos volatiles (VOC) especificos derivados
del paciente narcoléptico, por medio de sensores electroni-
cos que puedan suplir la habilidad de los perros?**°. Una vez
identificado por analisis quimico los VOC de la narcolepsia
habria que compararlos con la deteccion de los perros.

Las fortalezas del estudio residen en que se trata de
un diseno prospectivo con recogida consecutiva de casos, en
que el diagnostico de narcolepsia se realiza de acuerdo con
los estandares clinicos actuales y es reproducible, y en que
el test problema es también altamente reproducible, puesto
que ambos perros se comportan de manera similar en su
capacidad discriminativa. Los pacientes han sido reclutados
en la practica clinica habitual y expresan el espectro
completo de la enfermedad tal como se ve en una consulta
de medicina del suefo. Se descarta el sesgo de verificacion
diagnostica, puesto que el diagndstico de enfermedad es
previo a la realizacion de la prueba problema (deteccion
por el olor). A nuestro juicio hay una debilidad relativa en
el estudio basada en el tamano muestral, y futuros estudios
con muestras mas amplias de pacientes narcolépticos
ayudaran a determinar la fuerza de los actuales resultados.

La utilidad diagndstica del test seria de importancia en el
diagnostico diferencial inicial en el estudio de las hipersom-
nias, ya que su negatividad evitaria estudios mas costosos.
Seria importante como medio de cribado para estudio de
poblaciones o grupos donde fuera necesario el cribado
de narcolepsia. Interesante es su aplicacion sobre profesio-
nes en las que la hipersomnia podria ser peligrosa, como
conductores, pilotos y profesiones de riesgo. Puede ser un
medio Gtil para el diagndstico diferencial de la narcolep-
sia con otras patologias relacionadas con el suefio, como
por ejemplo la distrofia miotdnica tipoi (enfermedad de
Steinert)®*2. Los datos empiricos obtenidos apoyan la hipo-
tesis del que el test del olor podria utilizarse como cribado
en individuos o grupos con sospecha de narcolepsia o hiper-
somnia siempre que la accesibilidad al test y el coste lo
permitieran, siendo necesario revalidar esta hipotesis con
estudios ulteriores.

En resumen, el diagnodstico con los test del olfato es un
método Util para diagnosticar la narcolepsia y abre un nuevo
futuro a la investigacion de la enfermedad con la utilizacion
de los VOC. Esta técnica diagndstica disminuiria los costes y
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ayudaria a seleccionar mejor a los pacientes que deben ser
estudiados con pruebas mas complejas y seria un medio Util
como cribado para el estudio de narcolepsia en poblaciones
de riesgo. Estos hallazgos iniciales pueden abrir el camino
para desarrollar nuevos y mas amplios estudios que mejoren
el conocimiento de la narcolepsia.
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