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Resumen

Introduccion: El diagnostico precoz de las fistulas de liquido cefalorraquideo (LCR) minimiza el
riesgo de que los pacientes desarrollen graves complicaciones. Una herramienta diagnostica es
demostrar la presencia de LCR en las secreciones nasales, oticas y heridas quirtrgicas mediante
el uso de marcadores bioquimicos especificos. El objetivo del trabajo es evaluar la utilidad de
la B2-transferrina (B2-Tr) y la proteina B-traza (p-BT) en el diagndstico de la fistula de LCR.
Material y métodos: Se realizo la deteccion de B2-Tr y la medicion de p-BT en 68 muestras de
secreciones nasales, Oticas y heridas quirlrgicas, procedentes de 54 pacientes con sospecha
de presentar una fistula de LCR. El diagnostico fue confirmado por criterios clinicos y otras
pruebas diagnosticas. Se calcularon la sensibilidad y la especificidad diagnostica, el valor
predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN). Para la p-BT se obtuvo el punto de corte 6ptimo
mediante un analisis de curva ROC.

Resultados: Para la B2-Tr se obtuvo una sensibilidad del 83%, especificidad del 96%, VPP del
95% y VPN del 86%. Para la p-BT, se obtuvo un area bajo la curva de 0,981. Para un punto de
corte optimo de 1,14 mg/L, se obtuvo una sensibilidad del 92%, especificidad del 95%, VPP del
96% y VPN del 91%. El punto de corte con un VPN del 100% fue de 0,64 mg/L.

Conclusiones: La B2-Tr y la p-BT pueden utilizarse como marcadores de la existencia de fistula
de LCR por su elevada sensibilidad y especificidad diagnostica. Se concluye que un valor de
p-BT > 1,14mg/L indica fistula de LCR y un valor < 0,64 mg/L la descarta. Valores entre 0,64
y 1,14mg/L no son concluyentes y seria necesario realizar la deteccion de B2-Tr.
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B2-transferrin and B-trace protein in the diagnosis of cerebrospinal fluid fistula

Abstract

Introduction: Early diagnosis of cerebrospinal fluid (CSF) fistula minimizes the risk of severe
complications for patients. A diagnostic approach consists in revealing the presence of CSF in
nasal, ear, and surgical wound secretions. The aim of this work is to evaluate the usefulness of
B2-transferrin (B2-Tr) and B-trace protein (p-BT) as markers for the diagnosis of a CSF fistula.
Material and methods: A total of 68 samples of nasal, ear, and surgical wound secretions were
taken and analysed from 54 patients with clinical suspicion of a CSF fistula. B2-Tr and p-BT
were determined in all fluids. The CSF fistula was diagnosed by clinical criteria and other
diagnostic procedures. Sensitivity and specificity, as well as positive (PPV) and negative (NPV)
predictive values, were calculated. The optimal cut-off point for p-BT was obtained using a
ROC curve analysis.

Results: For B2-Tr, a sensitivity of 83%, a specificity of 96%, a PPV of 95% and a NPV of 86%
were obtained. For the p-BT ROC curve analysis, the area under the curve was 0.981, with an
optimal cut-off value of 1.14mg/L. For this cut-off point, a sensitivity of 92%, a specificity of
95%, a PPV of 96%, and a NPV of 91% were calculated. The p-BT cut-off point obtained for 100%
NPV was 0.64mg/L.

Conclusions: B2-Tr and p-BT can be used as CSF fistula markers, since both proteins have high
sensitivity and specificity diagnostic values. It is concluded that, > 1.14mg/L p-BT values are
indicative of CSF fistula, and values < 0.64mg/L rules it out. Values>0.64 and<1.14mg/L

are not conclusive, and in these cases it would be necessary to determine 32-Tr.
© 2017 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espafna, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

Las fistulas de liquido cefalorraquideo (LCR) se producen
tras la rotura de las barreras que separan la cavidad nasal y
los senos paranasales de los espacios subaracnoideos. Se cla-
sifican segln la etiologia en fistulas de origen traumatico, no
traumatico y espontaneas’?. Las fistulas de origen trauma-
tico son en su mayoria secundarias a traumatismos craneales
y constituyen un 90% de los casos. De este grupo, el 80% pre-
senta rinorrea y el 20% otorrea. La principal importancia de
una fistula de LCR es la de constituir una puerta de entrada
hacia el sistema nervioso central para una serie de microor-
ganismos que colonizan la mucosa de las cavidades vecinas a
la base del craneo, pudiendo ocasionar encefalitis 0 menin-
gitis. Es de vital importancia, por tanto, su identificacion
inmediata junto con su reparacion para evitar la aparicion
de este tipo de complicaciones potencialmente mortales®*.

La sospecha diagnéstica de la fistula de LCR se esta-
blece inicialmente tras una anamnesis minuciosa, en la
que se encuentren sintomas clinicos sugestivos. Los mas
frecuentes son la rinorrea acuosa unilateral y la cefalea.
Posteriormente, se confirma el diagndstico mediante el uso
de diferentes pruebas: la endoscopia endonasal, técnicas de
imagen, la administracion topica o intratecal de fluoresceina
y la demostracion de la presencia de LCR en las muestras
procedentes de secreciones de nariz, oido y heridas qui-
rirgicas mediante el analisis de marcadores bioquimicos
especificos®”.

Las técnicas de imagen son fundamentales para cono-
cer la etiologia y la localizacion de la fistula de LCR®-°,
La administracion de fluoresceina intratecal se utiliza para
la localizacion exacta de la fistula'' y para la verificacion

del éxito de cierre de la fistula de forma intraoperatoria.
Una vez localizada la fistula, se procede al cierre quirdrgico
de la misma con el uso de diferentes técnicas, en la mayo-
ria de las ocasiones a través de un abordaje endoscépico
nasosinusal'?'3.

La deteccion de LCR en las diferentes secreciones con-
firma el diagnostico y es una de las bases de los algoritmos
diagnodsticos y de manejo utilizados'*">. Para detectar
la presencia de LCR en las secreciones se deben utili-
zar marcadores bioquimicos especificos, que se localicen
exclusivamente en el LCR o que se encuentren en altas con-
centraciones respecto a otros liquidos biologicos como la
sangre'®,

Los marcadores utilizados son las proteinas B2-
transferrina (32-Tr) y la proteina B-traza (p-pT). La p2-Tr es
la forma desializada de la transferrina. Se encuentra prin-
cipalmente en el LCR, aunque también esta presente en la
perilinfa y en los humores acuoso y vitreo. No se detecta
habitualmente en el suero ni en otras secreciones’. En el
suero, se puede encontrar en pacientes con un consumo cro-
nico y elevado de alcohol, y en ciertas variantes genéticas
de baja frecuencia'®.

Se considera un marcador de referencia de LCR, con
una sensibilidad diagndstica descrita del 73-93% y una espe-
cificidad del 97-100%%'%"7. La principal desventaja de su
utilizacion es que requiere de un método electroforético
laborioso para su deteccion'®®,

La p-BT es una proteina con actividad enzimatica
(prostaglandina-D2 sintasa), sintetizada principalmente en
los plexos coroideos y las leptomeninges?®. Es una de las pro-
teinas mas abundantes del LCR después de la albumina. Se
encuentra también, aunque en pequefas concentraciones,
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Tabla 1 Relacion de puntos de corte propuestos para la proteina B-traza, sensibilidad y especificidad diagnodstica
Autor Caracteristicas del estudio Punto de corte Sensibilidad (%) Especificidad (%)
propuesto (mg/L)
Bachman 20 pacientes con fistula de LCR 6,00 80 100
et al., 2002%' y 34 pacientes sin fistula
Arrer et al., Secreciones nasales de voluntarios 1,31 100 100
20036 sanos (n =160, percentil
97=1,31mg/L)
Reiber et al., Pacientes de neurocirugia sin fistula 0,35 100 100
200370 de LCR (n=29, < 0,003-0,12mg/L),
pacientes con fistula (n = 20,
0,36-53,6 mg/L)
Schnabel et al., Pacientes con fistula de LCR (n=13, 1,00 100 100
2004"7 2,5-35mg/L), pacientes sin fistula
(n=13, < 0,25-0,95mg/L),
secreciones nasales de voluntarios
sanos (n=7,<0,25mg/L)
Risch et al., 175 muestras de 105 pacientes 1,11 93 100
2005° con sospecha de fistula de LCR,
confirmada en 43 casos. Analisis
de curva ROC
Sampaio et al., 32 muestras de 16 pacientes 0,49 100 100

200972 con sospecha de fistula de LCR,
confirmada en 12 casos y 20 muestras

de 10 voluntarios sanos

en otras secreciones como el humor acuoso y la perilinfa.
En el suero, el rango de concentracion es de 0,12-1,44 mg/L
y en el LCR de 11,50-32,60mg/L'®. La relacion de concen-
tracion entre LCR y suero varia entre 30-40 y es la mas alta
entre las proteinas especificas del LCR'. En las secreciones
nasales de personas sanas el rango de concentracion es de
0,22-1,69 mg/L'e.

Para la utilizacion de la p-BT es necesario establecer un
punto de corte, a partir del cual el resultado se considera
positivo para la presencia de LCR en la muestra analizada. No
existe un consenso respecto al punto de corte mas adecuado.
Los puntos de corte propuestos muestran una amplia disper-
sién, con un rango que varia entre 0,35y 6,00 mg/L%16-17,20-23
(tabla 1). Existen ademas situaciones que dificultan la inter-
pretacion de los resultados como son la insuficiencia renal
y la meningitis bacteriana, que producen un aumento y una
disminucion, respectivamente, de las concentraciones de la
p-BT en el LCR?>?%4,

Los objetivos de este trabajo son evaluar la utilidad de la
B2-Tr y de la p-BT en el diagnostico de fistula de LCR, obte-
ner un punto de corte diagndstico en la p-BT y establecer
un algoritmo de trabajo optimizado en el laboratorio.

Material y métodos
Pacientes y muestras

Se realizé el estudio en las muestras remitidas al laborato-
rio de Analisis Clinicos desde enero del 2010 hasta marzo
del 2016, en las que se solicito la evaluacion de la presencia
de LCR. En total, se analizaron 68 muestras de secrecio-
nes nasales, oticas y de heridas quirlrgicas, procedentes de
54 pacientes con sospecha de fistula de LCR. Los pacientes

procedian de los servicios de Otorrinolaringologia, Trau-
matologia, Neurocirugia y otros. Las caracteristicas de los
pacientes y de las muestras se describen en la tabla 2.

El diagnostico de la fistula de LCR se establecio sobre la
base de la exploracion clinica, la existencia de antecedentes
quirtrgicos y el empleo de una o varias de las siguientes
técnicas diagnosticas, en funcion de las caracteristicas de
cada caso particular: endoscopia endonasal, administracion
intratecal de fluoresceina, técnicas de imagen (tomografia
computarizada de alta resolucion, resonancia magnética) y
cisternografia isotopica con indio-111. En el diagnostico de
la fistula no se incluyeron los resultados de los marcadores
bioquimicos en las muestras biologicas. Tras la revision de
las historias clinicas, los pacientes se clasificaron en 3 grupos
en funcion de si el diagnostico fue confirmado, descartado
o no fue concluyente. Los grupos diagnosticos se refirieron
como: diagnéstico de fistula de LCR positivo, diagnéstico de
fistula de LCR negativo y diagndstico no establecido.

En todos los pacientes se investigd la presencia de
factores que pudieran influir en los resultados de los
marcadores bioquimicos. Se investigé principalmente la
funcion renal disminuida, con un filtrado glomerular
(FG) <60mL/min/1,73 m? y la presencia de meningitis bac-
teriana, para la p-BT, y el consumo cronico y elevado de
alcohol y patologia hepatica severa, para la 2-Tr. Todos
los pacientes incluidos tuvieron un FG > 60mL/min/1,73 m?
y ninguna situacion clinica que afectara a los resultados.
También se descartaron otras situaciones clinicas poco fre-
cuentes, como la hidrocefalia normotensiva, estenosis del
canal espinal y defectos congénitos de glicosilacion de trans-
ferrina.

Las muestras se recogieron en un tubo estéril y sin
aditivos, directamente de las secreciones de nariz, oidos
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Tabla 2 Caracteristicas de los pacientes y muestras

Pacientes n %
Hombres 27 50,0
Mujeres 27 50,0
Edad (anos): mediana (rango) 54,4 (4-91)

Servicios peticionarios
Otorrinolaringologia 23 33,8
Traumatologia 21 30,9
Neurocirugia 15 22,1
Neurologia 4 5,9
Otros 5 7,3

Muestras
Tipo de muestra

Secrecion nasal 41 60,3

Secrecion otica 3 4,4

Secrecion herida quirurgica 24 35,3
Muestras contaminadas con sangre 15 22,0
Muestras analizadas

B2-Try p-BT 54 79,4

Solo B2-Tr 10 14,7

Solo p-BT 4 5,9

B2-Tr: B2-transferrina; p-BT: proteina B-traza.

y heridas quirtrgicas. Se mantuvieron refrigeradas a 4°C
hasta su entrega en el laboratorio. Una vez recibidas,
se centrifugaron a 1.300g durante 10 min antes de su
procesamiento. La medicion de la p-BT se realizo en las 24
h siguientes a su recepcion. Para la deteccion de la B2-Tr,
las muestras se mantuvieron congeladas a -20°C hasta su
procesamiento. A esa temperatura, la estabilidad descrita
de las 2 proteinas es de 14 dias'.

Método de inmunofijacién para la deteccion
cualitativa de la B2-transferrina

La deteccion cualitativa de la B2-Tr se realizd por un
método electroforético (Hidragel 3 CFS) en el sistema
Hydrasys (Sebia; Evry, Francia). El método separa las for-
mas sializada y desializada de la transferrina (B2-Tr) por su
diferente movilidad electroforética. Inicialmente, se realiza
una electroforesis en gel de agarosa y posteriormente ambas
fracciones son detectadas por inmunofijacion, mediante
anticuerpos antitransferrina marcados con peroxidasa. El
ensayo requiere 10 nL de muestra y tarda en realizarse entre
120-150 min. Deben procesarse, en paralelo a las muestras
problema, una muestra de LCR como control positivo y una
muestra de suero diluido al 1:100, como control negativo. Se
considera un resultado positivo cuando se observa la banda
mas catddica correspondiente a la B2-Tr (fig. 1).

La interpretacion del resultado se realizd por un faculta-
tivo de laboratorio con experiencia en el procedimiento.

Método inmunonefelométrico para la medida de la
proteina B-traza

La p-BT se midié por inmunonefelometria en el analizador
BN ProSpec, con el reactivo N-Latex BTP® Beta Trace Protein

Transferrina l-b
B2-Transferrina s

LCR Suero 1 2 3 4
L ? 1
I |

Figura 1  Inmunofijacion para la deteccion cualitativa de la
B2-transferrina. En la figura se senalan las bandas correspon-
dientes a la transferrina y a la B2-transferrina.

LCR: muestra de liquido cefalorraquideo, utilizada como control
positivo; Suero: muestra de suero, utilizada como control nega-
tivo; 1, 3, 4: muestras de 3 pacientes con resultado negativo;
2: muestra de un paciente con resultado positivo.

(Siemens Diagnostics; Marburg, Alemania). El método utiliza
como calibrador p-BT procedente de orina humana (N Pro-
tein Standard UY, Siemens Diagnostics), con trazabilidad a
un preparado de referencia interno del proveedor. El limite
de deteccion del método es de 0,22 mg/L.

En las muestras con elevada viscosidad o con volumen
escaso se realizé una dilucion manual (1:2, 1:10 o 1:20)
con suero salino fisioldgico (NaCl 0,9%). Posteriormente, se
ajusto en el nefeldmetro la predilucién automatica definida,
de tal forma que la muestra tuviera una dilucion final de
1:100, que era la establecida por el método.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con el programa estadistico
SPSS 15.0.

Para las 2 proteinas se calcularon la sensibilidad y la espe-
cificidad diagnostica, y el valor predictivo positivo (VPP) y
negativo (VPN). Para la p-BT, se obtuvo el punto de corte
optimo mediante un analisis de curva ROC. La comparacion
de las caracteristicas diagndsticas de ambas proteinas se
realizé mediante la prueba de la chi al cuadrado.

Resultados

El diagnostico de fistula de LCR se confirmé en 19 pacien-
tes, en 21 pacientes fue negativo y en 14 pacientes no fue
establecido.

Se analizaron un total de 68 muestras, de las cuales
26 pertenecian a pacientes con diagnostico de fistula de
LCR positivo, 27 a pacientes con diagnostico negativo y 15
a pacientes con diagnostico no establecido. En 15 mues-
tras (22%) se observo diferente grado de contaminacion con
sangre, evaluada mediante inspeccion visual.

En un total de 54 muestras se realiz6 la deteccion cuali-
tativa de la B2-Tr y la medicion de la p-BT. En 10 muestras
solo se realizd la deteccion cualitativa de la 2-Tr y en 4
muestras solo la medicion de la p-BT.

La deteccion cualitativa de la B2-Tr se realizd a un total
de 64 muestras. La inmunofijacion se pudo interpretar
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Figura 2 Representacion grafica, mediante un diagrama de
caja, de las concentraciones de la proteina B-traza en cada Figura3  Curva ROC para la proteina B-traza.
grupo de pacientes. La linea que parte la caja en 2 representa la
mediana. Las lineas que delimitan el limite inferior y superior B .
q y sup Tabla 3 Caracteristicas diagnosticas de los marcadores

de cada caja se corresponden con los cuartiles 1y 3, respec-
tivamente, mientras que los bigotes indican para cada grupo
los valores de proteina B-traza minimo y maximo. La linea dis-
continua marca el punto de corte optimo obtenido mediante el
analisis de curva ROC. Se encontraron diferencias significativas
entre el grupo con diagnostico de fistula positivo y el grupo con
diagnostico negativo (p <0,001).

en 63 de ellas, entre las cuales se incluian 14 muestras
contaminadas con sangre. En una muestra muy hema-
tica la interpretacion present6 dificultad y el resultado
fue informado como positivo dudoso. La sensibilidad y
la especificidad obtenidas fueron del 83% (intervalo de
confianza del 95% [ICos%], 73-94) y del 96% (ICqs54, 90-100),
respectivamente. El VPP fue del 95% (ICqs4, 89-100%) y el
VPN del 86% (ICos%, 76-95%). En las muestras del grupo de
pacientes con diagnéstico no establecido los resultados
de la deteccion de la B2-Tr fueron negativos.

La medicion de la p-BT se realizo a un total de 58 mues-
tras. En 10 muestras no fue posible medir la p-BT debido a
que la muestra tenia una elevada viscosidad o un volumen
insuficiente. Las medianas obtenidas para los diferentes
grupos fueron de 17,2mg/L (rango intercuartilico [RIQ]
4,5-28,1) en el grupo con diagnostico positivo, de 0,50 mg/L
(RIQ 0,27-0,60) en el grupo con diagnodstico negativo y de
0,49 mg/L (RIQ 0,11-0,70) en el grupo con diagnostico no
establecido (fig. 2).

En el analisis de curvas ROC, el area bajo la curva obte-
nida fue de 0,981 (ICys%, 0,952-1,000) (fig. 3). El punto de
corte optimo fue de 1,14mg/L. Con ese punto de corte, se
obtuvo una sensibilidad del 92% (ICys5%, 84-100) y una especi-
ficidad del 95% (ICos%, 89-100). El VPP obtenido fue del 96%
(ICys%, 90-100) y el VPN del 91% (ICys%, 83-99). El punto de
corte para un VPN igual a 100% fue de 0,64 mg/L, con una
especificidad del 77%.

Al realizar el mismo analisis tras la exclusion de 14 mues-
tras contaminadas con sangre, el punto de corte 6ptimo fue
de nuevo de 1,14 mg/L. El area bajo la curva fue de 0,989
(ICs%, 0,967-1,000), la sensibilidad del 90% (ICqs5, 80-100),
la especificidad del 100% (ICos%, 100-100), el valor VPP del
100% (ICo5%, 100-100) y el VPN del 88% (ICqs5, 74-99). El punto
de corte con un VPN igual a 100% también fue de 0,64 mg/L,
con una especificidad del 86%.

bioquimicos estudiados, B2-transferrina y proteina p-traza

B2-transferrina

83% (73-94)
96% (90-100)

Proteina B-traza?

92% (84-100)
95% (89-100)

Sensibilidad (1Cys%)
Especificidad (ICos%)
VPP (I1Cy5%) 95% (89-100) 96% (90-100)
VPN (ICgs5%) 86% (76-95) 91% (83-99)

ICys5%: intervalo de confianza 95%; VPN: valor predictivo nega-
tivo; VPP: valor predictivo positivo.
@ Para un punto de corte de 1,14 mg/L.

La tabla 3 resume las caracteristicas diagnosticas obte-
nidas en los 2 marcadores bioquimicos estudiados. La
comparacion de las caracteristicas diagnosticas mostro que
los resultados fueron mejores para la p-BT, con un punto de
corte de 1,14mg/L, con una diferencia no significativa (p =
0,069).

Discusion

En numerosos pacientes con sospecha de fistula de LCR,
la demostracion de la presencia de LCR en las secreciones
nasales, oticas y heridas quirdrgicas mediante marcadores
bioquimicos es la primera herramienta diagnostica antes de
solicitar técnicas de imagen y procedimientos invasivos®.
Los marcadores bioquimicos actualmente utilizados, B2-Tr
y p-BT, son marcadores sensibles, capaces de indicar la pre-
sencia de LCR cuando este se halla en las secreciones en un
rango de concentracion del 1-2,5%'¢°.

En este estudio, se han evaluado ambos marcadores en
una poblacion de pacientes con sospecha clinica de fistula
de LCR. En la evaluacion de la B2-Tr se han obtenido unos
resultados de especificidad y sensibilidad comparables con
los descritos por otros autores®'®'”, La principal desventaja
del uso de este marcador bioquimico son las numerosas
dificultades técnicas que poseen los métodos electroforé-
ticos disponibles. Ademas de ser métodos laboriosos y con
un tiempo de realizacion elevado, el punto de aplicacion
de la muestra esta muy cercano a la zona de migracién de
la B2-Tr, y dificulta la interpretacion del resultado. En el
estudio se ha interpretado el resultado en la mayoria de
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Figura 4 Protocolo de trabajo propuesto en el que se incluyen 2 marcadores bioquimicos.

las muestras analizadas, lo que contrasta con los resultados
de Schnabel et al."”” que no pudieron interpretar la inmu-
nofijacion en un 37% de las muestras. Como ventaja sobre
la medicion de la p-BT se ha observado que se ha podido
realizar el test en un nimero superior de muestras, ya que
el método requiere un volumen muy pequeio de muestra
y permite la aplicacion de las muestras en el gel aunque
tengan un elevado grado de viscosidad.

Se ha descrito que la contaminacion sanguinea en las
secreciones es frecuente y puede obstaculizar la interpre-
tacion de la inmunofijacion, aunque una contaminacion
moderada no suele invalidar la prueba?. Los resultados
del estudio indican que cierto grado de contaminacion es
admisible, ya que se interpreto el resultado en 14 de las
15 muestras hematicas procesadas.

Respecto a la evaluacion de la p-BT, el punto de corte
diagnostico optimo hallado fue semejante a los valores
publicados por Arrer et al.'®, Schnabel et al."”” y Risch et al.®,
aunque se obtuvo una menor sensibilidad y especificidad.
Otros autores proponen puntos de corte inferiores que varian
entre 0,35 mg/L?° y 0,49 mg/L?2. La diferencia entre los dife-
rentes puntos de corte propuestos puede ser debida a los
distintos protocolos de estudio, ya que en algunos de ellos se
han incluido controles sanos para su obtenciéon'®?2, El punto
de corte obtenido para un VPN del 100%, que nos permite
descartar con seguridad el diagnostico de fistula de LCR,
también coincidié con el obtenido por Risch et al., que fue
de 0,68 mg/L°.

La contaminacion sanguinea no afect6 al punto de corte
optimo obtenido, ya que este no se modifico tras excluir las
muestras contaminadas. Se debe senalar el aumento que se
produjo en el VPP, que permitié confirmar con mayor pro-
babilidad la presencia de LCR en la muestra cuando esta no
presentaba contaminacion por sangre.

Los 2 puntos obtenidos en el estudio permiten confirmar
(> 1,14mg/L) y descartar (< 0,64mg/L) la presencia
del LCR con una elevada probabilidad. Como en otros
estudios® 10202224 también se ha encontrado un rango
de concentraciones en el que no es posible dar una res-
puesta concluyente. En estos casos se ha recomendado
obtener el cociente entre la concentracion de la p-BT en
la secrecion y en el suero para aumentar la especificidad®,
repetir el analisis en otra muestra'® o realizar la deteccion
cualitativa de la p2-Tr?>24,

Los resultados de este estudio apoyan la opcion de reali-
zar la deteccion cualitativa de la 32-Tr, ya que el marcador
mostr6é unas buenas caracteristicas diagnosticas, el resul-
tado se interpret6 en la mayoria de las muestras y los
factores que pueden afectar a su resultado son menos fre-
cuentes que los que influyen en la concentracion de la p-BT.

Ante los resultados obtenidos, se propone el siguiente
protocolo de trabajo en el laboratorio (fig. 4):

Dada la urgencia e importancia diagndstica de la prueba
solicitada (la valoracion de la presencia de LCR), la muestra
se procesa el dia de su recepcion para la medida de la p-BT.
En el caso de que el resultado sea > 1,14 mg/L, se informa
como positivo para la presencia de LCR. Si el resultado es
< 0,64mg/L, se informa como negativo para la presencia
de LCR. En las muestras con resultados>0,64 y<1,14mg/L
se realiza la deteccion cualitativa de la B2-Tr y se informa
en funcion del resultado obtenido.

Se realiza directamente la deteccion cualitativa de la B2-
Tr cuando la muestra no pueda procesarse para la medicion
de la p-BT (alta viscosidad o escaso volumen) o cuando el
paciente tenga insuficiencia renal o sospecha de meningitis
bacteriana.

Se solicita una nueva muestra cuando la sospecha cli-
nica sea muy alta y los resultados de los 2 marcadores
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bioquimicos sean negativos (falsos negativos por pérdida
intermitente o escasa de LCR).

Conclusiones

Las proteinas B2-Tr y p-BT pueden utilizarse como marcado-
res de fistula de LCR, ya que ambas presentan una elevada
sensibilidad y especificidad diagndsticas. Es preferible utili-
zar, siempre que sea posible, como marcador bioquimico la
p-BT dado que se mide por un método rapido, automatizado
y con buenas prestaciones analiticas.

Responsabilidades éticas

Proteccién de personas y animales. Los autores declaran
que para esta investigacion no se han realizado experimen-
tos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
han seguido los protocolos de su centro de trabajo sobre
la publicacion de datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores declaran que en este articulo no aparecen datos de
pacientes.

Conflicto de intereses

Declaramos que no existe conflicto de intereses.

Agradecimientos

Los autores agradecen a Lourdes Lorenzo Garcia y Olga Ares
Vidal el apoyo técnico proporcionado durante la elaboracion
de este trabajo.

Bibliografia

1. Ommaya AK. Cerebrospinal fluid fistula and pneumocephalus.
En: Wilkins RH, Rengachary SS, editores. Neurosurgery. Nueva
York: McGraw-Hill; 1996. p. 2773-82.

2. Kerr JT, Chu FWK, Bayles SW. Cerebrospinal fluid rhinorrea:
Diagnosis and management. Otolaryngol Clin North Am.
2005;38:597-611.

3. Hegazy HM, Carrau RL, Snyderman CH, Kassam A, Zweig J.
Transnasal endoscopic repair of cerebrospinal fluid rhinorrea:
A meta-analysis. Laryngoscope. 2000;110:1166-72.

4, Bernal-Sprekelsen M, Bleda-Vazquez C, Carrau RL. Ascending
meningitis secondary to traumatic cerebrospinal fluid leaks. Am
J Rhinol. 2000;14:257-9.

5. Warnecke A, Averbeck T, Wurster U, Harmening M, Lenarz T,
Stover T. Diagnostic relevance of B2-transferrin for the detec-
tion of cerebrospinal fluid fistulas. Arch Otolaryngol Head Neck
Surg. 2004;130:1178-84.

6. Risch L, Lisec I, Jutzi M, Podvinec M, Landolt H, Huber A. Rapid,
accurate and noninvasive detection of cerebrospinal fluid lea-
kage using combined determination of beta-trace protein in
secretion and serum. Clin Chim Acta. 2005;351:169-76.

7.

20.

21.

22.

23.

24.

Mantur M, Lukaszewicz-Zajac M, Mroczko B, Kutakowska
A, Ganslandt O, Kemona H, et al. Cerebrospinal fluid
leakage —Reliable diagnostic methods. Clin Chim Acta.
2011;412:837-40.

. Shetty PG, Shroff MM, Sahani DV, Kirtane MV. Evaluation

of high-resolution CT and MR cisternography in the diagno-
sis of cerebrospinal fluid fistula. AJNR Am J Neuroradiol.
1998;19:633-9.

. LaFata V, McLean N, Wise SK, delGaudio JM, Hudgins PA. CSF

leaks: Correlation of high-resolution CT and multiplanar refor-
mations with intraoperative endoscopic findings. AJINR Am J
Neuroradiol. 2008;29:536-41.

. Lloyd KM, delGaudio JM, Hudgins PA. Imaging of skull base cere-

brospinal fluid leaks in adults. Radiology. 2008;248:725-36.

. Seth R, Rajeskaran K, Benniger MS, Batra PS. The utility of

intrathecal fluorescein in cerebrospinal fluid leak repair. Oto-
laryngol Head Neck Surg. 2010;143:626-32.

. Schlosser RJ, Bolger WE. Nasal cerebrospinal fluid leak:

Critical review and surgical considerations. Laryngoscope.
2004;114:255-65.

. Ozturk K, Karabagli H, Bulut S, Egilmez M, Duran M. Is the use

of topical fluorescein helpful for management of CSF leakage?
Laryngoscope. 2012;122:1215-8.

. Meco C, Oberascher G. Comprehensive algorithm for skull base

dural lesion and cerebrospinal fluid fistula diagnosis. Laryngos-
cope. 2004;114:991-9.

. Alobid |, Ensenat J, Riojac E, Enriqueza K, Viscovicha L,

Notaris M, et al. Manejo de las fistulas nasales de liquido
cefalorraquideo segiin su tamano. Nuestra experiencia. Acta
Otorrinolaringol Esp. 2014;65:162-9.

. Arrer E, Meco C, Oberascher G, Piotrowski W, Albegger K, Patsch

W. B-trace protein as a marker for cerebrospinal fluid rhinorr-
hea. Clin Chem. 2002;48:939-41.

. Schnabel C, Martino E, Gilsbach J, Riedigber D, Gressner A, Kunz

D. Comparison of 2-transferrin and -trace protein for detec-
tion of cerebrospinal fluid in nasal and ear fluids. Clin Chem.
2004;50:661-3.

. Gorogh T, Rudolph P, Meyer J, Werner J, Lippert B, Maune S.

Separation of B2-transferrin by denaturing gel electrophoresis
to detect cerebrospinal fluid in ear and nasal fluids. Clin Chem.
2005;51:1704-10.

. Sanders E, Clark R, Katzmann J. Cerebrospinal fluid leakage:

Agarose gel electrophoresis detection of B2-transferrin and
nephelometric quantification of B-trace protein. Clin Chem.
2004;50:2401-3.

Reiber H, Walther k, Althaus H. B-trace protein as sensitive
marker for CSF rhinorrea and CSF otorrhea. Acta Neurol Scand.
2003;108:359-62.

Bachmann G, Petereit H, Djenabi U, Michel O. Predictive values
of B-trace protein (prostaglandin D synthase) by use of laser-
nephelometry assay for the identification of cerebrospinal fluid.
Neurosurgery. 2002;50:571-7.

Sampaio M, Barros-Mazon S, Sakano E, Takahiro C. Predictability
of quantification of beta-trace protein for diagnosis of cerebros-
pinal fluid leak: Cutoff determination in nasal fluids with two
control groups. Am J Rhinol Allergy. 2009;23:585-90.

Tabaouti K, Kraout L, Alyousef L, Abi Lahoud G, Brovedani S,
Lancelin F, et al. Place de la biologie dans la prise en charge des
breches osteomeningeés. Ann Biol Clin (Paris). 2009;67:141-51.
Meco C, Oberascher G, Arrer E, Moser G, Albegger K. B-
trace protein test: New guidelines for the reliable diagnosis
of cerebrospinal fluid fistula. Otolaryngol Head Neck Surg.
2003;129:508-17.


http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S1888-4008(17)30078-8/sbref0240

	Utilidad de la β2-transferrina y la proteína β-traza en el diagnóstico de fístula de líquido cefalorraquídeo
	Introducción
	Material y métodos
	Pacientes y muestras
	Método de inmunofijación para la detección cualitativa de la β2-transferrina
	Método inmunonefelométrico para la medida de la proteína β-traza
	Análisis estadístico

	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Responsabilidades éticas
	Protección de personas y animales
	Confidencialidad de los datos
	Derecho a la privacidad y consentimiento informado

	Conflicto de intereses
	Agradecimientos
	Bibliografía


