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Resumen

La deteccién de la hemoglobina fecal es importante para
el diagnéstico de pacientes en los cuales se sospecha san-
gramiento intestinal y es el Unico método practico para la
pesquisa del cancer colorrectal en la poblacién asintomatica.
La técnica de latex aglutinacién en lamina basada en la reac-
cién antigeno-anticuerpo para estos propdsitos constituye
una buena opcién ya que resulta una metodologia rapida,
especifica y de facil ejecucién, por lo que nos trazamos como
objetivo el desarrollo de un reactivo capaz de realizar dicha
funcidn, el RapiLat-Hemo (particulas de latex recubiertas con
anticuerpos especificos contra la hemoglobina humana [Hbh],
y con limite de deteccién de | ug Hbh/mL). Se realizaron los
estudios correspondientes a la funcionalidad y estabilidad del
producto, asi como la evaluacién del desempefio en el Instituto
Nacional de Gastroenterologia de Cuba en 161 pacientes. El
reactivo mostré una excelente concordancia (0.99) al com-
pararla con el método de referencia SPIN-FOB de la firma
comercial SPINREACT de Espana a través del indice kappa.
El método se caracterizé por sensibilidad clinica de 100% y
especificidad de 99.3%, con valores predictivos de 96% para
el positivo y valor predictivo negativo de 100%. La precisiéon
del ensayo fue caracterizada a través de la determinacién de
la zona gris con un valor de 0.6 ug/mL. El medio diagnéstico
desarrollado cumplié con los requisitos establecidos para su
registro y posterior comercializacién, ademas constituye una
metodologia valiosa para el laboratorio clinico en la deteccion
del cancer colorrectal.
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Abstract

The detection of the fecal hemoglobin is important for the di-
agnosis of patients in which low intestinal bleeding is suspected
and it is the only practical method for the screening of the colo-
rectal cancer in the asymptomatic population. The technique
of latex agglutination in slides based on the antigen-antibody
reaction constitutes a good option since it is a quick, specific
methodology and easy to perform for what we trace ourselves
as objective the development of a reagent able to carry out this
function RapiLat-Hemo (latex particles recovered with specific
antibodies against Human Hemoglobin, Hbh, and with a de-
tection limit of | g Hbh/mL). They were carried out studies
corresponding to the functionality, stability of the product as
well as the evaluation of its behavior, in the National Institute
of Gastroenterology of Cuba, in a sample of 161 patients. The
reagent showed, an excellent agreement (0,99) when compar-
ing it with the reference method SPIN-FOB through the index
kappa. The method was characterized by a clinical sensibility of
100 % and a specificity of 99,3 %, with predictive values of 96
% for the positive one and a predictive negative value of 100
%. The precision of the test was characterized through the
determination of the gray area with a value of 0,6 ug/mL. The
diagnostic reagent developed fulfilled the established require-
ments for its sanitary registration and comercialization, also, it
constitutes a valuable methodology for the clinical laboratory
in the detection of the colo-rectal cancer.
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Introduccion

| cancer colorrectal constituye un serio proble-

ma de salud en todo el mundo; su incidencia
anual es aproximadamente de un millén de casos y
decesos de mas de 500 mil. Se estima que el nime-
ro absoluto de casos aumentara en las préximas dos
décadas a causa del envejecimiento y la expansién
de las poblaciones.' Estudios masivos para detectar
el cancer en etapas tempranas pueden modificar el
curso clinico de la enfermedad, lo que permitiria
la aplicacién de tratamientos mas sencillos, menos
costosos y mas efectivos.

La presencia de hemoglobina en las heces cons-
tituye un marcador importante para el diagndstico
de esta patologia; con este propésito se han desa-
rrollado numerosas técnicas. Sin embargo, sélo las
inmunoquimicas brindan la respuesta mas confiable
por no tener reacciones cruzadas con mioglobinas
o hemoglobinas de origen animal y por no ser
afectadas por la peroxidasa, el sulfato ferroso ni la
vitamina C, ademas no se requiere de restriccion
dietética previa.2?

De las técnicas inmunoldgicas, los reactivos de
latex aglutinacién en lamina se caracterizan por
su simplicidad, especificidad, facil ejecucién y bajo
costo. Teniendo en cuenta las caracteristicas de las
particulas de latex como soporte y las bondades
de su uso para maghnificar la reaccién antigeno-
anticuerpo, desarrollamos un juego de reactivos
basado en esta tecnologia. El propésito de este
trabajo fue la evaluacién de su efectividad para la
deteccidn rapida de sangre oculta en heces.

Material y métodos

Juego de reactivos RapilLat-Hemo. Reactivo |:
suspension de particulas de latex de poliestireno
de 0.8 um de diametro a 1% recubiertas con
anticuerpos policlonales contra la hemoglobina
humana (Hbh) desarrollados en carneros. Reactivo
2: control positivo (50 pug de Hbh/mL en tampén
Tris-HCI 60 mmol/L, pH 7.5 y albimina humana

y azida sédica a 0.1 %). Reactivo 3: Tampon de
extraccion (3 mL) en frascos muestreadores.

Toma de muestra. Se desenroscé el tapon que
esta unido al muestreador del frasco. El extremo
del muestreador se introdujo, de forma aleatoria,
en puntos diferentes de la muestra. Se volvié a
introducir el muestreador en el frasco y se cerré
fuertemente. Se agité el frasco de manera enérgica
para mezclar la muestra y el tampén de extraccion.

Procedimiento. |) Se homogeneizé el reactivo
I. 2) Se comprobé la funcionalidad del reactivo |
mediante el control positivo. 3) Se agitd el tubo
de suspensién de la muestra para asegurar una
buena dispersién y se rompid la punta superior. 4)
Se dosificé una gota de la muestra en un circulo
de la lamina para aglutinacién. 5) Se afadié al lado
una gota del latex anti-Hbh y se mezclé bien con la
ayuda de un aplicador. 6) Se agit6 en forma manual
balanceando lentamente la lamina para aglutinacién
por no mas de dos minutos. 7) Se observé a simple
vista, bajo una buena iluminacién y fondo negro.

Interpretacion de los resultados. Negativo:
Suspensién que se mantiene homogénea hasta el
tiempo indicado en la técnica. Positivo: La presencia
de aglutinacién en el tiempo de andlisis indicé un
contenido de Hbh en la muestra.

Evaluacion del reactivo |. Se estudié su
sensibilidad analitica y la precisién del ensayo con
una curva de Hbh (estandar secundario | mg/mL)
desde | mg/mL hasta 500 ng/mL y de forma similar
se mezcld en una lamina. Se agité manualmente la
lamina en forma circular y se observé la presencia
o ausencia de aglutinacién en un tiempo de dos
minutos. Los resultados se interpretaron de igual
forma.

Sensibilidad analitica: Se enfrenté el reactivo
elaborado con la curva del patrén de Hbh. Se
consideré la misma como el valor de concentracién
mas bajo de la curva que presenté aglutinacion.

Precision del ensayo: Este estudio se realizé al
determinar puntos de corte y la zona gris.* Se
evaluaron nueve concentraciones de Hbh (500,
125, 31.25,7.8,4,2,1,0.5y0.25 ug/mL) con 20
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réplicas de cada concentracién aleatoriamente,
estableciendo 95% de positividad para el punto de
corte positivo y 5% para punto de corte negativo.

Evaluacion del reactivo 2. Se realizé el ensayo
funcional enfrentando una gota del control positivo
con una gota del reactivo de latex o-Hbh. Debia
producirse una aglutinacién fuerte en menos de
dos minutos. Para el estudio de la potencialidad,
se prepararon diluciones de razén dos y se realizé
el ensayo de aglutinacién mezclando una gota de
cada dilucién del control frente a una gota de latex
o-Hbh. Debia presentar titulo = |:8.

Evaluacion del desempernio del diagnostica-
dor Rapilat-Hemo. La evaluacién comprendié
los andlisis de |61 muestras de heces procedentes
del Instituto Nacional de Gastroenterologia de
Cuba, pertenecientes a individuos atendidos en
la consulta de colon, los cuales tenian indicacién
de realizarse una colonoscopia. Los sujetos es-
tuvieron de acuerdo en participar en el estudio y
eran mayores de |18 afios. Al realizar el estudio se
excluyé a pacientes que presentaron patologias con
afectacién gastrointestinal.

Como se describié anteriormente, las muestras
fueron procesadas con el reactivo RapilLat-Hemo.
Se utilizé como método de referencia el kit inmu-
nocromatografico SPIN-FOB de la firma comercial
SPINREACT (Espafa) y se analizaron los resultados
de las colonoscopias.

Parametros evaluados. Los resultados fueron
expresados en un cuadro de contingencia 2 x 2
para facilitar el calculo de los parametros de inte-
rés: indice de concordancia kappa, sensibilidad y
especificidad clinica, valores predictivos y razones
de probabilidad.
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indice de concordancia kappa. El coeficiente ka-
ppa fue determinado con el software estadistico
Vassar Stats. Se valoré el grado en funcién del
indice kappa segun los margenes propuestos por
Landis y Koch.?

Sensibilidad y especificidad clinica. Valores predic-
tivos: se calcularon los valores predictivos positivos
(VPP) y negativos (VPN) junto con la sensibilidad y
especificidad clinica.®

Razones de probabilidad. Las razones de pro-
babilidad fueron calculadas de acuerdo con los
resultados de sensibilidad y especificidad.”

Estudio de estabilidad. Se estudié la estabilidad
del juego por medio de la prueba funcional durante
dos anos.

Resultados

Evaluacion del reactivo | (latex a-Hbh).
Sensibilidad andlitica: la evaluacién del reactivo de
latex frente a la curva de calibracién revelé rango
de reactividad entre 500 - | ug/mL y sensibilidad
analitica de | ug/mL (cuadro I).

Precision del ensayo: los valores de los puntos
de corte fueron de .3 ug/mL para punto de corte
positivo y 0.7 pig/mL como punto de corte negativo,
para una longitud de la zona gris de 0.6 pg/mL (figu-
ra ). El valor de discriminacién encontrado fue 0.9.

Evaluacion del reactivo 2 (control positivo).
Se caracteriz6 por mostrar una franca aglutinacién
en un tiempo menor o igual a dos minutos. La
potencialidad reporté un titulo de 1:64 (cuadro Il).

Evaluacion del desempeiio del reactivo
RapiLat-Hemo. Se observé que las muestras
que resultaron positivas con el reactivo SPIN-FOB

Cuadro I. Evaluacién del reactivo de latex anti-Hbh frente a la curva de calibracién de hemoglobina humana (Hbh). Leyenda:
(+) = aglutinacién; (-) = no aglutinacién.

Hbh (ug/mL)
1,000 500 250 125 625 31.25 15.6 7.8 4 2 1 0.5
Latex anti-Hbh - + + + + + + + + + + -
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Figura 1. Curva de precisiéon. Porcentaje de resultados positivos contra concentracién de hemoglobina humana (Hbh). Datos en
Cuadro inferior para 20 réplicas por concentracién. Porcentaje de positivos para los puntos de corte positivo y negativo (95% y 5%).

Cuadro Il. Potencialidad del control positivo de hemoglobina humana (Hbh). Leyenda: (+) = aglutinacién, (-) = no aglutinacién.

Diluciones del control positivo

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256

Latex anti-Hbh + + +

+ + + - -

correspondieron con las muestras positivas con
el reactivo de latex. Entre las muestras evaluadas
como negativas mediante el método de referencia
encontramos una discrepancia que fue positiva al
latex.

Parametros evaluados. Los resultados del
ensayo cualitativo realizado a las muestras fueron
expresados en un cuadro de contingencia 2 x 2
(cuadro 1l1).

El indice kappa determinado entre el reactivo
RapiLat-Hemo y el kit SPIN-FOB correspondié a
0.99. La concordancia fue satisfactoria.?

La sensibilidad clinica fue de 100%. La presencia
de un falso positivo representé 0.007% de error
en la negatividad en los sanos segln la cantidad de
muestras estudiadas para 99.3% de especificidad,
alcanzando valores predictivos positivos y negativos
de 0.96 y 1.0, respectivamente (cuadro Ill). Debe-
mos sefalar que, al realizarle la colonoscopia, el
caso falso positivo con latex presenté un lipoma
de unién cecoascendente y pélipos de sigmoide
de dos centimetros.

Se obtuvo un cociente de probabilidad positivo
de 142.86.

Rev Mex Patol Clin, Vol. 58, Num. 3, pp 144-150 ¢ Julio - Septiembre, 201 |

D



Cuadro Ill. Cuadro de contingencia 2 x 2. Comparacién
cualitativa del reactivo RapiLat-Hemo con la prueba
inmunocromatografica SPIN-FOB de la firma comercial
SPINREACT (Espafia) para un tamafio de muestran = 161.

RapiLat-Hemo

Positivo Negativo  Total
o0
9 Positivo 24 0 24
Z Negativo I 136 137
& Total 25 136 6l

Correlacion con la colonoscopia. Al com-
parar los resultados entre el reactivo de latex y el
kit SPIN-FOB con la colonoscopia, hubo 67 o 68
pacientes con alteraciones patoldgicas, respectiva-
mente, a los cuales no se les detecté hemoglobina
humana [Hbh] en la muestra fecal; correspondieron
a polipos menores de un centimetro, diverticulos,
ectasias vasculares, lesiones elevadas, una neoplasia
de colén transverso y una neoplasia vegetativa del
ciego. La mayoria de estas patologias no producen
sangramiento.

Estudio de estabilidad. Los parametros in-
cluidos en los andlisis de estabilidad cumplieron los
indices de calidad requeridos durante el estudio de
24 meses. Este estudio permitié definir 18 meses
como el tiempo de vida util del juego de reactivos
y tres meses para el reactivo en uso.

Discusion

El cancer es la principal causa de muerte a nivel
mundial. Se prevé que el nimero de defunciones
anuales por cancer seguira aumentando Y llegara
a unos 12 millones en el 2030 y se plantea que
es posible prevenir aproximadamente 30% de
los casos de cancer mediante la modificacién o la
prevencién de los principales factores de riesgo,’
por lo que los estudios poblacionales constituyen
una de las armas fundamentales para el control y
seguimiento de esta patologia.

La industria del diagnéstico in vitro pone cons-
tantemente nuevos productos en el mercado para
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estos propositos, los cuales deberian ser, ademas
de eficaces, de precios asequibles que permitan
a los sistemas de salud abordar el problema a
gran escala.

En Cuba, el cancer constituye la segunda causa
de mortalidad general y es la causa de mayor impac-
to en la esperanza de vida al nacer.'® El carcinoma
colorrectal representa 9.4 % de la carga de cancer
mundial;' en el afo 2006, ocupé el quinto y tercer
sitio en cuanto a incidencia y mortalidad, respec-
tivamente, seglin cifras preliminares del Registro
Nacional del Cancer.’

La deteccién de la hemoglobina fecal es deter-
minante para el diagndstico de este tipo de cancer.
Sin embargo, para la realizacién de estudios en
poblaciones supuestamente sanas se hace necesario
que la determinacién de este analito se base en una
tecnologia de facil ejecucién.

Las suspensiones de particulas de latex, por su
propiedad de amplificar la reaccién antigeno-anti-
cuerpo, han servido de soporte para el desarrollo
de diferentes metodologias diagnésticas que posi-
bilitan la cuantificacién con gran precisién (entre
ellas la turbidimetria,'' la nefelometria'*'* y el
conteo de particulas'4),también brindan resultados
cualitativos confiables en corto tiempo, sin requerir
de equipamientos ni de personal especializado.
Dentro de esta ultima modalidad se encuentran la
inmunocromatografia y los reactivos de latex para
la técnica de aglutinacién en lamina, la cual también
puede ser empleada para semicuantificar y, por sus
ventajas, ha sido ampliamente utilizada por décadas
en el diagndstico y seguimiento de enfermedades
y en el pesquisaje poblacional.'*'8

Dadas las bondades de esta técnica y que nues-
tra empresa cuenta con una linea de diagnéstico
rapido basado en esta metodologia, nos propu-
simos el desarrollo de un reactivo de particulas
de poliestireno para la deteccién de hemoglobina
humana (Hbh) en heces. Fue necesario un analisis
integral de las condiciones del disefio donde se
consideraron las particularidades de los sistemas de
latex-aglutinacién, las caracteristicas de la muestra
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que seria objeto de estudio y los niveles a detectar
del analito en cuestién.

Se definié6 el sistema de ensayo y el reactivo de
latex anti-Hbh para la confeccién del juego Rapil at-
Hemo, con la adicién de un control positivo que
permitié comprobar la funcionalidad del juego.

Uno de los aspectos determinantes en el de-
sarrollo de un diagnosticador es la evaluacién de
sus caracteristicas funcionales, la cual comprende
todos los datos y resultados experimentales que
demuestran su aptitud para el uso al que se desti-
nan y constituye una practica esencial dentro del
laboratorio o de la empresa productora, con vistas
a su registro y comercializacion.

En el caso de nuestro reactivo de latex, no existe
una relacién entre la concentracién y la intensidad
de la reaccién debido al efecto prozona que sus-
cita una inhibicién de la reaccién a partir de altas
concentraciones de Hbh, por lo que la linealidad
no puede ser evaluada.

La sensibilidad analitica resulté ser | ug de Hbh/mL,
lo que se corresponde con 50 ug de Hbh/g de heces,
similar a lo declarado por los fabricantes de las tiras
inmunocromatogréficas utilizadas como referencia,
pese a que la sensibilidad analitica es de 50 ng/Hbh/
mL, la sensibilidad final en heces es la misma, lo cual
nos indica que el procesamiento de la muestra jugd
un papel fundamental en el disefo del reactivo.

Los resultados obtenidos en la evaluacién del
desempefio mostraron una elevada corresponden-
cia entre el diagnosticador de referenciay los resul-
tados de la prueba de latex. Aunque la especificidad
y sensibilidad clinica son estimaciones de la calidad
intrinseca de una prueba que no estd exenta de
limitaciones, la sensibilidad, la especificidad clinica
y los valores predictivos son los criterios mas utili-
zados para valorar la capacidad diagnéstica de una
prueba. Sin embargo, aun las mejores pruebas de
referencias disponibles muchas veces no distinguen
inequivocamente a los enfermos de los sanos.

La probabilidad de que exista o no la enfermedad
si el resultado es positivo o negativo depende de
la prevalencia de la enfermedad en el grupo estu-

diado. A medida que la prevalencia incrementa, el
valor predictivo negativo disminuye y el valor pre-
dictivo positivo aumenta. En nuestro reactivo estos
valores se comportaron satisfactoriamente, ya que
no se trataba de una poblacién supuestamente sana
sino de un grupo de pacientes.

Las razones de probabilidad negativa y positiva,
poco utilizadas, resumen en un indice los valores de
sensibilidad y especificidad. Con ellos se comparan
diferentes pruebas evaluadas independientemente
de la prevalencia de la enfermedad.'® Las razones
de probabilidad reflejaron que un resultado positivo
es 143 veces mas probable en un individuo con
sangramiento intestinal que en uno sano y que no
resulta probable un resultado negativo en la iden-
tificaciéon de un individuo enfermo.

Otro aspecto que influye es el ensayo de preci-
sién que permitié establecer que concentraciones
de Hbh entre 1.3 ug/mL y 0.7 ug/mL (puntos de
corte) daran resultados no reproducibles. Esto
quiere decir que en algunos pacientes con sangra-
miento en el entorno de estas concentraciones
pudieran dar positivos o negativos.

Al comparar nuestros resultados con la clinicaa
través de la colonoscopia efectuada en el universo
de pacientes estudiados, observamos que de 25
canceres colorrectales, 23 fueron identificados
para 91% de correspondencia (sensibilidad 92%,
especificidad 100%).

De acuerdo con todo lo anterior, podemos con-
cluir que el reactivo disenado esta calificado para su
aplicacién en la determinacion cualitativa de sangre
oculta en heces. Ademas, ofrece ventajas en cuanto
a la sencillez de su uso, la rapida respuesta, la facil
interpretacion de los resultados y el bajo costo que
oscila entre 7 y 30 veces mas econémico que los
tests inmunoquimicos disponibles actualmente en
el mercado.
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