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Se describe una nueva forma de distribucion comercial de la prueba de solubilidad para
el diagndstico de hemoglobina S, la cual consiste en dmpulas de vidrio de 1 ml de ca-
pacidad que contienen los reactivos en solucidn listos para ser utilizados, Se sefala
que el tiempo de conservacion de la solucidn es por mas de un afo en refrigeracidn a
4*C aproximadamente. Se coacluve que la comparacitn del andlisis de 3000 muestras
de sangre estudiadas por electroforesis de la hemoglobina ¥ por la prueba de solublli
dad en dmpulas fue altameznte sacisfactorio, con un 99.36% de sensibilidad v un 99 36%:

de especificidad.

INTRODUCCION

En aguellos paises con alta incidencia
del gen de la hemoglobina 5. la detec-
cion de portadores de dicha hemoglobi-
nopatia se ha convertido en una necesi-

Este trabajo se presentard, ademds, en una
revista especializads en el extranjero.
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Técnico de laboratorio.

dad con el objetivo de lograr una
disminucion de los efectos producidos
por la drepanocitemia a través de las
medidas preventivas del consejo médico
a los portadores y el consejo genético
a las familias con “alto riesgo™."""" Esto
ha determinado el desarrollo de nuevas
técnicas para la deteccion de hemoglo-
bina 8, con sus diversas formas comer-
ciales, encaminadas a hacerlas seguras,
economicas, rapidas v de facil manejo;
citando entre ellas las pruebas de sic-
kling,” lag pruebas de elucidn diferen.
cial.” las pruebas de solubilidad con urea
o sin ésta’ v en lag formas comer-
ciales de SCAT, Sickle Cell Anemia Trait



Test Kit, Sickledex SickleScrene, Sik-L-
Stat, Sickle-l.D., Sickle-Sol* y las cono-
cidas técnicas electroforéticas.

Mosotros hemos publicado reciente-
mente un econdomico sistema de bas-
queda electroforética, de alta velocidad
para la deteccion de hemoglobina S y
otras proteinas,’’ y propuesto el mismo
como solucidn técnica para pesquisajes
masivos; sin embargo, senalamos la ne-
cesidad de confirmar siempre el diag-
nostico de la hemoglobina S en los casos
variantes que se detecten durante dicho
prsquisaje. para lo cual resulta de gran
valor la prueba de solubilidad de la he-
maglobina.

Presentamos en este trabajo una nue-
va variante de la prueba de solubilidad,
que consiste en envasar los reactivos en
solucion, listos para ser utilizados, en
ampulas de vidrio de 1 ml de capacidad.
lo que evito problemas en la conserva.
cion v demostrd su eficacia en 3000
muestras de sangre analizadas, y cuyos
resultados fueron comparados utilizando
también la técnica electroforética.

MATERIAL ¥ METODO

Las muestras de sangre se obluvieron
por puncion digital. ¥ fue realizada la
prucha de solubilidad inmediatamente
durante un pesquisaje efectuado en el
Banco de Sangre Provincial de La Ha-
bana y en el Hospital Pedidtrico de Ma.
rianao. Las muestras de pacientes pre-
viamente seleccionados se obtuvieron
en el departamento de hioguimica del
Instituto de Hematologia e Inmunclogia
del Ministerio de Salud Publica, y de
pacientes detectados anteriormente en
nuestro laboratorio, utilizando para ello
capilares heparinizados o muestras co-
iectadas por puncidn venosa con EDTA
como anticoagulante,

Preparacion de fa solucidn

Fostato monobasico de potasio

anfiidro 13.00g.
Fosfato dibasico de potasio

anhidro 2250 4g.
Ditionita de sodio 2.00g.

v

Figura 1. Ampulas colocadas on su gradille después de anadirles 15 microlitos de
sangre fotal & cads una. Los resultados [de izquierds a derechs) son:
Negativo (HL. AAL positive [Hb. AS]: negetive [Hb, A4) y positive (HB. §5).
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Figura 2. Detalle de las dmpulas. A la izqguierda una prucha positiva (Hh. AS): v
la derecha una procha negotive (Hb. AAL

Saponina blanca 2.004q.

Llevar a 100 ml con H.0 desio-
nizada, pH 7.

Envase y conservacidn, La solucion se
envast en ampulas de vidrio de 1 ml de
capacidad (9 mm diametro ¥y 54 mm de
h). y se desplazod el aire residual con gas
nitrogeno al momento de sellar las mis.
mas. Se conservaron en refrigeracion a
4°C, aproximadamente,

Desarrollo de fa técnica. Las ampulas
ya destapadas, se colocan en una gradilla
disenada al efecto [figura 1] v se anaden
15 microlitros de sangre capilar, se mez-
cla bien por agitacion manual vy se rea-
liza la lectura 2 6 3 minutos después.
La transparencia de la solucidn, o no,
definira los casos positivos y negativos
y se utilizard de fondo la propia gradilla
apropiadamente impresa y con fuente
de luz natural (figura 2).

Controf de calidad. Las ampulas fue-
ron chequeadas quincenalmente utilizan-
do un patrén conocido de hemoglobinas
AA y AS. Se analizaron 2 980 muestras
de sangre por la prueba de solubilidad
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en ampulas y por electroforesis vertical
de la hemoglobina en gel de poliacrila-
mida con pH alcalino: de éstas. 2 777
durante un pesquisaje. y 203 muestras
previamente seleccionadas (cuadro 1)
Las ampulas fueron siempreé releidas por
un segundo investigador 24 horas des-
pués de realizada la prueba. Un dltimo
control fue realizado, para el que se uti-
lizaron ampulas un afo después de ha-
ber sido selladas y conservadas, como
se explicd antes. en el andlisis de 40
muestras de sangre con fenotipo de he-
moglobina AA vy 40 con fenotipo AS [pre-
viamente conocidos) (cuadro 1),

RESULTADOS

Las 2 980 muestras analizadas fueron
siempre comparadas por electroforesis
de hemoglobina. En el grupo de pacien-
tes estudiados durante el pesquisaje, fue
detectada una hemoglobina D Punjab (en
estado heterocigoto AD), la cual se pen-
50 se trataba de un caso falso negativo
hasta que fue caracterizada. Otros dos
casos con patron electroforético AS vy
pruebas de solubilidad dudosa (=) ¥
negativa (—). respectivamente. en [a
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CUADRO |

RESULTADOS DE 2980 MUESTRAS DE SAMGRE ESTUDIADAS POR ELECTROFORESIS Y PRUEBA DE SOLUBILIDAD
EN AMPULAS PARA LA DETECCION DE HEMOGLOBINA S

No. de muestras Técnica . Fenotipos de hemaglobina Varlantes
de sangre utilizada AR AS AC 8§ SC S5/Btal Btal raras
1
Electroforesis 2673 92 10 1 A/D Punjab
Prueba de -+ — 91 — 1 —_
Screening 2777 solubilidad - 1" - - -
— 2673 — 10 — 1
Electroforesis 17 83 2 1 1 2 37
Pacientes Prueba de - i*" 83 2 1 1 — -
seleccionados 203 solubilidad =+ — —_ _ — - — —
— 76 — — _— —_ 2 37
Total 2980

La hemoglobina por debajo de 8 g/100
Falso positive por hiperlipemia
Positiva

Dudosa

Negativa.

| ¥+



CUADRO 1

EFICIENCIA DE LAS AMPULAS UN ARND
DESPUES DE SU CONSERVACION

Fenotipo de No. de
Hemoglobina Muestras  Prueba de solubilidad
+ - =
Al 40 0 40 0
AS £0 40 0 0
CUADRO 11

SENSIBILIDAD ¥ ESPECIFICIDAD DE LA
PRUEBA DE SOLUBILIDAD EN AMPULAS

Positivos Megativos

esperados  esperados
180 2 800
Resultados + 179 1
Observados =~ 1 0
- 0 2 799

Senzibilidad: Personas enfermas con la pruebs
positiva w 100 = 99.36% divididas entre todas
fas personas con la enfermedad en la poblacidn,

Especilicidad: Personas no enfermas con la prue-
ba negative 100 = 99.96% divididas entre to-
daz las personas sin la enfermedad en la po-
blacidn

primera lectura, resultaron positivas
() en la relectura realizada 24 horas
después, fendmeno observado otras ve-
ces en nuestro laboratorio y senalado
por otros autores’ [;falciformacion re-
tardada?).

Se destaca un caso senalado como
dudoso con patrdn electroforético AS
aue fue explicado por cifras bajas de
hemoglobina. ¥ que al duplicar el volu-
men de sangre utilizado en la prueba, el
resultado fue positivo. Se detectd tam-
bién un caso falso-positivo por hiperli-
pemia [cuadro 1).
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El control de calidad efectuado cado
15 dias, para el que se utilizé hemoglo
bina de fenotipo conocido, arrojd resulta.
dos absolutamente satisfactorios hasta
18 meses después de selladas las am-
pulas con la solucion de la prueba de
solubilidad. El analisis de 40 muestras
de sangre con fenotipo de hemoglobina
AA y otras 40 con fenotipo de hemoglo-
bina AS. mediante el uso de ampulas
de un afno de conservacion, ofrecié abso-
luta seguridad en el diagnéstico [cua-
dro I1).

Con los datos referidos anteriormente,
concluimos que la prueba de solubilidad
en ampulas tiene una sensibilidad del
99,36% v una especificidad del 99.96%
[cuadro 1],

DISCUSION

Las pruebas de solubilidad, por su
sencillez, bajo costo, seguridad y espe-
cificidad, son las mas utilizadas para
comprobar el diagndstico de hemoglobi-
na S en los casos detectados por elec-
troforesis y para el diagndstico en la
propia consulta médica, aunque recien-
temente se han desarrollado pruebas de
solubilidad automatizada con fines de
muestreos masivos.'

Podemos, sin embargo, senalar algu-
nas de sus principales deficiencias: la
solucion, después de preparada, sdlo
puede conservarse por un mes en refri-
geracion a 4°C; falsas interpretaciones
por reactivos en mal estado (fosfatos
no anhidros, ditionita parcialmente oxi-
dada, etc.); presencia de falsos positi-
vos por poliglobulia, hiperlipemia, trans-
fusiones recientes, etc.: presencia de
falsos negativos por anemia, alto porcen-
taje de hemoglobina F, transfusiones re-
cientes, etg.'®!ia0rsae

La prueba de solubilidad, en &mpulas
descrita en este trabajo ha superado al-
gunas de las dificultades senaladas ante-
riormente y permite:

—La conservacion de los reactivos en
solucion, listos para ser utilizados,
hasta por lo menos un ano después
de haber sido envasados.
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—Su comercializacion en forma senci-
lla, lo que elimina los errores por
mala calidad de los reactivos, ma-
nipulacion inadecuada de los mis-
mos, etc.

—Que el propio envase sea utilizado
como tubo de ensayo estandarizado
vy desechable. con el consiguiente
ahorro en tiempo y facilidad de ma-
nipulacidn.

—Que por su simplicidad, un técnico
pueda analizar aproximadamente 30
muestras por hora. incluida la colec-
cion de sangre.

~Que el costo [no comercial) por
cada prueba sea de 1 a 2 centavos.

La referida prueba ofrece perspec.
tivas para su empleo en laboratorios de
hospitales, para la determinacion oca-
sional de hemoglobina S: en la consulta
médica. como auxilio diagndstico; como
prucba de confirmacién, después de los
hallazgos de un pesquisaje por elec-
troforesis: y como alternativa para pes-
quisajes masivos, en aquellos lugares
donde no sea posible el método electro-
foretico y mucho menos la prueba de
solubilidad automatizada por el bajo ni-
vel técnico del lugar, por barreras geo-
gréticas, etc.. problemas relativamente

SUMMARY

frecuentes en los paises con alta inci
dencia del gen de la hemoglobina S.

Esta técnica, por su simplicidad, eco-
nomia, seguridad y optima forma de dis-
tribucidn comercial, incrementa el arse.
nal tecnolégico utilizado en la deteccion
de hemoglobina S, necesario en aquellos
paises con alta incidencia del gen, y
viene a ser un complemento ideal o la
alternativa [(en caso de pocas muestras
a analizar, por ejemplo) del sistema de
bisqueda electroforética descrito por
nosolros y propuesto como solucion téc-
nica para analisis masivos.
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La caracterizacion de la hemoglobina
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Nota: Este método ha sido patentado.
Se intenta la produccion industrial,
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Heredero, L. et al Solubdity test in ampoellas for hemoglobine 5 deternination, Demons.
tration of their effectiveness in 3000 blocd samplos enplyzed. Rev Cub Ped 48: 5, 1976,

A new way of commorciol distribution of the solubility test for diagnosmg hemoglobines.
composed by 1 micapacity ploss ampullas which contain ready-loruse reactives In solu-
tion is described. The oxpiring time of the solution, under 4'C storage conditions is
about a year. Finally, it is pointed out that the analysis of 3000 bloods samples studied
by hemaoglobine electrophoresis and by solubility test in ampullas was highly satisfac-
tary. with a 99.36% of sensiliveness and a 99.96% of spacificity

RESUME

Heredero, L. et al. Leprewve de solubiite dans des smpoules powr la détection de I'he-
moglobine 8 Démonstration de gon cfficience dans 3000 dchantillons de sang analysds
Rev Cub Ped 48: 5. 1976,

Une nouvelle forme de distribution commerciale de V'éprouve de solubilité pour le diag:
nostic de I'hémoglobine § est décrite. qui consiste en ampoules en verre de 1 ml de
capacité contenant les réactifs en solution préts & Otre utilisds. 1l est 3 souligner que
le temps de conservation de la selution est de plus d'un an en réfrigération h 4°C ap-
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proxmativemaent. Lo comparaizon de analyse de 3000 échantillons de sang étudiés par
Ieléciraphorese de Uhémoglobine et par Vépreuve de solubilité dans des ampoules fut
hautement satisfaisante, aves 99.36% de sensibilité et 99.96% de specificité.
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