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La prueba de solubilidad en ámpulas para la 
detección de hemoglobina S. 

Demostración de su efic iencia en 3000 muestras 
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O, . LUIS HEAWEAO'" Lic. HILOA GRANDA .... 
O,a ""0 ... OORlICOS .. •• · Tfe JOSE ... SU ... RU····· 

"<'''''.'0. L. 01 >l. L~ "''''''''' d" .oiuo,luJC>d "" ¡jm","~, p,,~ I~ de'""c;Qn d~ "'m~o
¡,"'. $. Oeo"""".,,;';', de.u elicienci. cm '(1(1(1 muO$"" de .. ng'. ,n. n,"" •• _ R •• Cub 
p,.,¡ .~. 5. 1976. 

So d •• c,,,,, ..,. OLlOV. ,O<"'"' d. dl.hlboclóo wm."oia! d. '. p",. b. d. oolL>bllidad I",a 
el ,j;.~_t'eo de hemoglot>io. S, la eu.1 consiste eo 'mpul .. d<t .id,io do 1 mi de e .. 
_.dad qLlO eO"';e .. " lo. 'e",,';vo. en ,olt""ón "sto, p ... '"' u"" .. do" So .. ", l. 
quo el 'iempo de eon •• ",oc~ d. l • .oluo;ó" n <>O' mh de un olIO ." ' . "ig.''''O" • 
• ·c .",o. lmad.am.",~_ S. "".10 Iu,. QuO '. oomP .... ,ón del . "~II". do 3000 mue ..... 
de .. o~re ."LJdlado, po' el«I ,oio ••• i . d~ la "emO\l'o\lloo 1 po' la p'ueo. d •• olul>lIl· 
d><l on tmpo,l •• 'ue . It_.n'~ •• ",1.0..,.;0, CM u" 99,3S' .• d ••• noioilldod y un 9ll,OO', 
do ",,-; I'ieid,d 

INTAOO UCCION 

En aquellos países con alta incidenc ia 
del gen de la hemoglobina S. la detec· 
c;óo de po rt adores de dicha hemoglobi. 
""patia se ha converlido en una necesi· 

. E<le ... o>jo •• ", ... n,. ,ó. odemb, "O un. 
' e',," e.po< l. ,i.o<I. O" 01 o''''''lero. 

Módko. ~.pee;.I ; ... en geo~IICO bIoqo.l· 
'noca l>um .... _ Jole del depa".mon'o d. ~"'t;
c. médoc. dol Icap "V",,,,,I. de GI,ón"_ FCM 

L",ene l. do en el onelt . t>ioIclgle ••. E.p. · 
cl. ,,, .. en \IO"~'ie. bfoquimloo hu"' . n •. 

Mód",o ..... o;'on'e • upeci ... " •• " q'_ 
"';'000 bloquim;c. hum, n. 

..•.• Tócn",o de 101>00-"",10 

dad Can el objetivo de lograr una 
disminución de los efectos prodUCidos 
por la drepanocitemia a travé5 de las 
medidas preventivas del consejo médico 
a los portadores y el consejo genélico 
a las fam il ias con "alto riesgo".""'" Esto 
ha determinado el desa rrollo de nuevaS 
técnicas par3 la detecc ión de hemoglo
bina $, con sus diversas formas COmer· 
ciales. encaminadas a hacerlas seguras. 
economicas, rápidas y de fácil manejo; 
c itando entre ellas las pruebas de s ic
kling;' las pruebas de elución dif",r",n. 
cial.< las pruebas de solubilidad con urea 
o s in ésta" ""''''"' '"' en las formas comer
c iales de $CAT, Sickle Cell Anemia Trai! 



Test Kit , Slcklede~ Sickle$c,ene. $ik·L· 
Stat . Sick le·i.D .. $ickle·Sol" y las cono· 
c idas técnicas eleclroforét ic~s. 

Nosotros hemos publicado reciente· 
mente un económico sistema de bús· 
queda eleclroforét ic~ . de alta veloc idad 
para la dctección de hemoglobina S y 
OtraS proteinas." y plopuesto el miSIllO 
como solución técnica para pesquisaje. 
masivos : sin embargo .• e¡ialamos la neo 
cp.idad de conf irm ar siempre el diag· 
nÓ~tiCO de la hemoglobina $ en los casos 
varianle~ que se detecten durantc dichO 
IlPsQuis.je, par. lo cual ,e.uha de gran 
valor la prueba de solubilidad de la he· 
moglobilla. 

Presentamos en es te traba jo una nue· 
va variante de la prueba de solubilidad. 
que COnsiste en envaSar lo. reactivos en 
solución. li$los para ser utilizados. en 
ámpulas de vid,iO de I mi de capacidad. 
lo que evitó prob lemas en la conserva· 
c ión y demostró su eficac ia en 3000 
m"eSlrU de sangre a nal izadas . y cuyos 
resultados fueron comparados utilizando 
también la técnica eleClroforét ica. 

MAIERlAl y MEIOro 

Las mueslras de sang,e se obtuvie,on 
por punción digital. y fue reali zada la 
prueba de so lubilidad inmediatamente 
durante un pesqu isajc efec tuado en el 
B,,"co de San{Jre Provinei"1 de la Ha· 
ba,,~ y en el Hospital PediátriCO de Ma· 
rianao . Las muestra" de pac""nles p,e· 
viamente se leccionados Se obtuvieron 
en el departamento de bioquimica del 
I n~ti1Ulo de He"'etologia e Inmunologia 
de l MiniSlerio de Salud Pública. y de 
p.,eientcs dctcctndo$ antcriormente er. 
nuastro labor.,torio. utilizando pa,a ello 
capila res ;,cparinilados o muestras Ca
lectad.s por punCión venosa con fOTA 
~o",o antieoagulanle. 

Pre"araCión de la 5011lció" 

Fos /ato monol»l~ico de potasio 
anllidro 13.00 g. 

Fosfato dil»lsico de potasio 
anhidro 

Di tionita de sodio 

22.50 g. 

2.00g. 

1;~~,. l. Am¡>u! .. «>I""IHI .. O"'~ ~,od,lI. de'p<J6. d~ . i>odide. I~ m~roJ"". da 
""9" 'o,~, c..J. "", w. 'e,,,I'..Jo, Id. ¡,.~,.,d • • de,u",1 ... ", 

N.~,iyO (H~ AAI' p""'loJO IHb . .oSI: "'OIe' /oJO {UÓ . .... 1 ~ ""'/';"0 rHó SSI. 

". "" ".,,,~ ... ""lo"" "," 



F'. "" 2 De,~lIc de I~. Jm""I ... A I~ ;>q,,/c'd,' "oa pr"ero (>O.óIIv~ (lIb AS)' Y 
I~ de'c<:~ ""' pwebi> ""g>l'-o IlIb AAI 

Sapo'"nA b la nc~ 

llevar a 100 mi cOn H, O desio· 
"i,ada. pH 7. 

2.00 g. 

Envase r conservac,ón, La solución se 
envaSÓ en ámpulas de vidrio de 1 mi de 
capacidad (9 mm diámelto y S4 mm de 
hL y le desplazó el a ire residual co" gas 
n"r6genO al mOmemo de sellar las mis· 
mas, Se cOnserva>On en refrigeración a 
4'C. "p'oximadamen te, 

DeuIFollo de la 'écn;ca. Las ampu las 
ya deSlapsdas. se colocan en una gradilla 
diseñada a l e fecto (Iigura 1) Y se a~aden 
15 microhlros de sangre capilar, se me'· 
cla bien por agitaCió n manual y so rea · 
li,a la lectu>. 2 ó 3 minutos después . 
l a transparencia de la solución. O no. 
definirá los casos POSilivos y negativos 
y se Ulilizará de fondo la propia gradilla 
apropiadamenle impresa y COn luen te 
de luz natural {figura 2J. 

COrl(rol de calidad, Las ámpulas fue· 
rOn Chequeadas quincenahnenle utilizan_ 
do un pa trón conocido de hemoglobinas 
AA y AS. Se anaUzaron 29S0 mU851tas 
de sangre por la prueba de solubilidad 

'c • • ,," ,~ .. r OC ru."" ,.,. 

en :lmpulas y por electroloresi ..... e rlica l 
de la hemoglobina en gel de pOIo"crila' 
mida con pH alcalino: de éstas. 2777 
duran te un pesquisaje. y 203 muest raS 
previamente seleccionadas (cuadro 1). 
Las /impulas fueron siempre relcidas por 
un segundo investigador 24 horas des· 
pués de rea li2ada la prueba. Un liltimo 
conlrol lue realizado. para el que se uti· 
li zaron ámpulas un año después de ha· 
ber Sido sellada, y conservadas. cOrnO 
se e xplicó ~ntes. en el análisis de 40 
muestras de sangre con fenotipo de he· 
moglobina AA y 40 con l"nollpO AS (pre· 
viamenle co nocidos) (cuadro 11) . 

AESULTAOOS 

las 2980 muestras analizadas fueron 
siempr" comparadas por elcClroforesis 
de hemoglobina, En el grupo de pacien. 
tes e.lUdiados duranle el pesquisaje , lue 
detectada una hemoglobina o Punjab (en 
estado h"terodgoto AO!. la cua l se peno 
só se trataba de un caso f~lso ncgati .... o 
has ta que fue caracterizada. Otros dos 
casos con pat rón eJec!roforético AS y 
pruebas de solubilidad dudosa ( = ) y 
negativa (-J. respectivamente. en la 
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CUADRO 11 

UICIENCIA DE LAS AMPULAS UN MlO 
OE$PUES OE SU CONSERVACION 

roOOl'po do NO. de 
H0n><l9 'oo... M"~."~. P'u""" ok ",Iu"mdod 

+ 

'" 
, , 

AS " '" 
, , 

CUADRO 111 

SEI<Sl8Il10AQ y ESP!CIFICIOAO DE LA 
,,"UEBA DE SOLUBllIOAO EN AMPLlLAS 

RC$ul1ado$ + 179 

Observados 

, 

NegaH.o. 
e.pe,ado. ,-

, 
, 

2799 

5<noibilid>d, Pe,.onn ealetffl6' cor> l. ptuob. 
"""'''' \( 100 = 99.360;. dl.ldld .. e"He 'odas ," po,,,,,,, .. 00<1 l. enf«mo<!ad en l. pobl""Hln . 

h".,o" "'''O<I. P.""" •• no en'e,m9. oOn ,. ptu.· 
... .. ~ .. , •• x '00 '" 99.W·. d;v;o, • •• en"" 'o
d .. '" "",,"'''' ... In l •• nfo'm .... d .n l. po
Dla.; ,ón 

p,,,ne,a lectura. resultaron positivas 
I . ) en la releClura realizada 24 horas 
después . lenómeno observado ova. v,,· 
ces en nuestro laboratorio y señalado 
par OlrOS autores" (¿falcilormación re· 
lardadan 

Se deslaca un caso se~alado coma 
dudoso con patrón ,,'ectroforético AS 
QUe fue explicada por cilras bajas de 
hemoglobina. y que al duplicar el volu. 
men de sangre utilizado en la prueba. el 
resul tado lue positivo. Se detectó tam· 
b,én un caso talso-POSi tivo por hlperli . 
pemia (c uadro 1) . 

. " .. ",," .. , ""'u •• , ,.,., 

El control de calidad efectuado cad.' 
15 dias. para el que se utilizó hemoglo 
bina de fenotipo conocido. arrojó resulta· 
dos absolutamente satisfactorios hasta 
18 meses después de selladas las ám· 
pulas con la solución de la prueba de 
solubilidad. El análisis de 40 muestras 
de sangre con fenotipo de hemoglobina 
AA y otras 40 con lenotipo de hemoglo
bina AS. medianle el uSO de .;mpulas 
de un año de conservación. olrecló abso· 
luta segu,;dad en el dia9nóstico (cua· 
d ro 11) . 

Con los datos releridos ameriormente . 
concluimos que la prueba de solubilidad 
en ';mpulas tiene una sensibilidad del 
99.36"'" y una especificidad del 99,96 ·/0 
(cuadro IIIJ . 

OISCUSION 

Las pruebas de solubilidad. por su 
sencillez. bajo costo. seguridad y espe· 
ci ficidad. son las más utilizadas para 
comprobar el diagnóslico de hemoglobi. 
na S en los casos delectados por elec
lroforesl5 y para el dla9nósUCO en la 
propia consul ta médica. aunque recien 
temente se han desarrollado pruebas de 
solubilidad automati zada con fines de 
muestreos masivos. "" 

Podemos. s in embargo, se~ala, algu· 
nas de sus principales defic;encias : la 
so lución. después de preparada. s610 
puede conservarse por un mes en rel,; . 
geración a 4'C: lalsas imerpretaciones 
por reactivos en mal estado (foslatos 
no anhidros. ditiOnit8 parcialmente oxi· 
dada, etc.); p,esenCia de falsos positi. 
vos por poliglobulla . hiperlipemia. traOS· 
fusiones recientes. etc .; presencia de 
falsos negativos por anemia. alto porcen
laje de hem0910bina F. uansfusiones re 
ciemes, ele ."" ·'·'··"-'-·" 

La prueba de solubilidad. en ';mpulas 
descrila en este t rabaja ha superado al· 
gunas de las dlllcultades señaladas ante· 
riormente y permile : 

_ la conservación de los reactivos en 
solución, li stos para ser utilizados . 
hasta po, lo menOS un año después 
de haber sido envasados_ 

'" 



-s... .... ",urcial izac.on en lo""a sene,
lIa. lo que elim",a los eHo<eS po, 
mala calidsd de lo. ,eaclivos. ma· 
nlpo,tlación ¡n""""uada de lOs mis
mo'.elC. 

-Que el propio cnvaso UP Ulillzado 
como lubo dc ensayo ostandarizado 
y desecha!)le. con el consiguiente 
a hoHo en tiempo y tacilidlld de ma· 
nlp"l ocI6n . 

-Que por Su SimpliCidad . un !.!icni<:o 
pueda .. na lizar apro"imadamente 30 
...... e.lla. por hoo-a . ,ncluld .. l. colec
ción de IMgre. 

- Que el costo l"'u come,cial) por 
c.d~ prueba sea de 1 .. 2 centavos . 

frecuentes en los roa,ses con alll inc' · 
denc,. del gen de L. hemoglobina S. 

Est. técnlc •. po, .U simpl icidad. eco· 
nomi •. segurlded y óptima forma de di ,· 
t,il>\lclón comercial. incremonla e l 8'SC' 
nal teCnológico ullll.ado en la detección 
de hemoglob;na S. necesa,io e n aque llOS 
paises con al ta incidencia dol gen . y 
viene a le' un comJ)lemen lO ide,l O l. 
altern. tiv. len C310 de poca. muest,.s 
a ..... Ii .... PO< e jemplo) del ,is tema d_ 
bUs-queda elec lrolo"Wu descro lo por 
noSOtros y prOPUeSIO como solución téc· 
nica pa,a lOn",si. masivos . 

LI re le,ida p,ueba o l,ace pe,.pcc· 
uvas pa,o su empleo en IlIbo'810"01 de 
t>G.pit ales. par" la dcte,n""aclón ou
.iona l de hemoglobina S, en la consulta 
médica. como "'-'Kilio diagflÓsuco ; corno 
prueba de confirmación. de.pu.!i. de los 
h.llugos de un pesqulu!e PO< 011«. 
t'OIO,e,I, ; y como alte,n'tlva p.r. pes· 
qulnJes mnivos. en aquOIlOS lug8,es 
donde no 1M posible el m~todo o loCtro
foréllco y mucho monos la prueba de 
solubilidad au tomatizad:> por el bajo ni· 
vel técnico del lugar. por baHe,,. geo· 
g''';C&l. eIC .. p,oblemn rel.tlvamente 

Damos 188 g,acias a los co,"p.o'Ie,ol 
del 8anc:o de Sangre Pro~inc:ial de la 
Habana. dol 1-1 0lplta l Pedi 'trlco de M,· 
"anDO. y del deparlamen to de bloquim;. 
U del Inlll lulO de l-1ematolOgía e Inmu· 
nolOgia del M,nillc,io de Salud públic •. 
asi corno I lo. compai\eros de l. Indu,. 
1'" lannacéulica por e l lumin illro y 
sellado de lu ~mpul3s utilizad ... 

La carac te,i zació n de la hemoglobina 
D Punja b lue realiz ada en el depar t,men. 
tO dc bioquimlcs. en les seo'lalado. 

No'- , e.t" método ha sido patentado. 
Se Inten" la p'OOUCC'Ófl 'ndusttlal. 

'" 

He<"'~", 1 el ... 5<>IuW,,~ 'c.' H' ""-' "" .... _+1 ... $ do;'~'h __ . ~ •• 
" .. ,_ al tlld< cfl«t"'Me" In l OOO _ s_p1~. _ ,_ Ro. C<ob P-ed 'S. S. "741 . 

.. .... w ... y 01 c.:>m",o..,," ~i." ,t..""" o! ,1>< sotv'''''y ,e .. 1.,. ~'"9""'''II hemog l..." .... .. 
• o""", • • ~ by , mt·u" .. ". 01 ....... .,ulO •• w,,",h e",","'n .cody.I_,,.o roae';vo. In 001. · 
lion .. dooo"b-ed. tho SAP"'''II "m. 01 .he .0M'"". und •• '-C .. o'.g. eorod,'lono t • 
. .... , • y" , "~lIy . l' t. POIn"d "'" lNo' .he .... ty ... ot lOOO bload. '_'.0 ",ud'e.I 
by .... ""'1Ilob.nc eloc"ophOrul . ...... by sol"""t ,,y t ... '" _'lO ....... ~ty •• '10' 0<· 
''''Y. wah • 99.36', ot .... ¡Hvo ..... . "" • 99.95' , 01 ._,He;'. 

11[$1)),0[ 

H .......... 1 e, al. l e_ ti • .-". "- ~~ . .... " ' • • _ ,.. ",,«._ ~e r .... 
__ S oe-st,~,"", IN .on c4'jcot)-.. _. J 000 _"""'. IN ....., _y,f. 
Ro- c.,;, J>.o4 .s. S. '''G 

1)"0 ",,"vell. lo,"", do do .. "I>I<""" .'.""""" '. "" ,~ ....... ............ ;t;,. pour I~ d,09' 
~ .. I. de I"Mmogto""" S .oo ."" "0. qu' con.''', "n ' "_'' ' on ve". d. \ m' do 
e._ I .. eon' ..... n, leo •• o<':!. on .o'u .... n P'~ts •• ". """o" " u, • """"In", "". 
l. '.mpo do """ •• ",.,,00' d. t. ooIu"on '$O d. ",u. d ..... on on ,.fo'9"~"on • ' OC .po 

. " .... " .... , oe .u .... ' ... 



"'"'"",,,'c,,"'o, l, co,,..,,,,,a •• ,,,, de l'""." •• de 3000 och.o"l loo" oe " "g t'od; •• "." 
t ·"t"c"o¡>ho,e.~ ~ rM" ""9'ob" ... CI po< rép'cuve de ,0'ub'I',~ d.n, des ~n'r>OlO l e. Iv' 
h",'c"'oon( •• ",I.; , .n, • . • veo 9\1 :¡S. , de seno,bm,.;; e' 9\I .9G' ·' do .peeil;e;to!. 
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