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Es nuestre objetive veporiar lus result
dos de un trabajo realizado en naesire
hospital.” durante el periode 1969 a 1970
en ol que comparamos la prucha de elocion
para la visualizacién de la Hb-5 en exten-
siones de sangre, propocsta por Fo Yalefrs
v P Hellee®, con dos variantes de la prus-
ba de falcilormacion; v analizar la= venia.
jas v desventajas de esas pruchas con vislas

a s posbls otilizacién come procedimice.
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Seopatiediaron 30 eares dadullos v nifios
navores e does afes1, cova Iu.-nmg'lubin:t
s clasified Jde la sigubente manera: 55:
P20SE G0 AR 30 A B0 v A B Eaa
clasificacion = Dasd ool re-uliade del es.
tuckior clectrofordtivo en zel de agae. con
bulfer e barbitxl 1 06 PO 005, v en
los cases on que se halld ana hemoglobina
con movilidad tpe 37, s confiemo la
it per Lo demosteaciin de la laleifor-
macién oo los hwematies. v estudio de los
fannilinre:.

Para Ta precba de elucian oPED =0 si-
cuia In teenica reconwadada por sus anlo-
pes 0 cen clucidn dutante 10 minutes on
of fiaffer ce fosfates 200 M con colonmtan

el wnsdeg v beclura

wominple vista

Para In prueha de faleiformacidn (PF

e utilizaron las dos leenicas normadas on

los lahoratorios clinicos de nuestro pais®:
¢l método clisico, o simple (PFS), con la
observacién mivroscpica a las 24 horas;



y ¢l mélodo que emplea el metabizullito de
sadio como agente reductor (PFM) con lescz
tura a loz 15 minutos,

En las tres pruchas comparadas se infor-
maron los resultados comoe “positives”™, “ne-
gatives" o “dudosos™,

RESULTADODS Y DISCUSION

Los resultados de las tres pruebas compa.
radas fueron “negativos™ en los fenotipos
AA v AC, v “positivos” en los 55 y 5L
con la excepeion de un resullado “dudosa™

de la PE en un 5C.

Para valorar la utilidad de estas pruehas
en pesquisajes masives con fines preventi-
vos, es fundamental analizar sus resullados
en los heterocigdlicos simples [AS), los
cuales mostramos en los cuadros 1 v [, En
este grupe la PE fue mas exacta {(no mos-
tré falsos negativos) que la PF3 v Ia PFM
(que mostraron un 10,3 v 12.9% de falsos
resultados negativos, respeciivamente). La
pozitividad de la PFS ze inersmentd, al
cfectuarse obzervacion s posteriores de las
preparaciones que fueren “negativas™ o
“dudosas™ a las 21 horas, logrindoze a las
72 horas un resultado positive’ en todas
las muesiras de este grupe (Cuadre [11).

Consideramos posible que cn una mues.
tra mavor aparczean falsos resultados “ne-
zativos™ v “positives” de la PE: otros in-
vestigadores nos han reportade el hallazgo
de tales fallast

Con los datos obtenidos en una reciente
revision qus hicimos de la literatara®, y
tenienda en cventa los Tundamentos de las
pruebas comparadas y nuestra experiencia
con ellas, hemos reunido en el cuadroe 1Y
s Posib](‘;a cauz=as de crror, on cuanto &
detectar H-5.
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CUADRO 1

Prucha de Faleiformacion

Prucha de Elucicn Simple. Lectura; 24 horas

o —  Toral

Testal A 1 1 30

CUADRG TI

Prusba de Faleiformacion

Prucha de Elucion con Metabisullito

+ == —  Toral
iR 32 1 & a8
+ 1 0 a 1

Tetal 33

CUADRO 111

Frruachig e

Falciformarinn simple RESULTAIKS
Tiempas e Lewctuna - bay —  Total
21 horas 3 1 I 30
1E horas A 3] 3 39
72 horas 30 0 o 30

rR.C.F
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CLADRO 1V
CAUSAS DE ERROR EN LAS PRUEBAS DE ELUCION Y FALCIFORMACION

Prucba de Elucion FPruebas de Falciformacicn

FALS0S RESULTADOS POSITIVOS

e “Harlem 1t CHarlem

e Ceorgelown Y CCeorgelown

e 1 [LIF} H.l.!.l:'l‘ti-

Oiras Hb inestables ue 1philadelphia © " TAral

Fxtensiones muoy grucsas teon metabisullito al 495¢ )

Ext. de mas de 21 horas (valocitos, Poiquilocitos,

Mala preparacidn del buffer Burr cells, v otros cambios morfoldgices

critrocitarios

FALS05 RESULTADOS NECGATIVOS

“AS” con bajo % de HL-S por: “ASY con bajo % de HB-S por:
anemia megaloblastica anemia megaloblistica
anemia por déficit de hierro anemia por déficit de hicrro
nefropalias nefropatias
postranslusion de zangre postran=fusidm de sangre

Hb F elevada en: Hb F clevada on:
recien nacidos v lactantes recien nacidos v lactantes
adullos con persistencia adoltes con persistencia

Mala preparacion del buffer Marcada lencopenia

Aislamiente no heninétices Jde la prepara-
cion, Burbujas de aicoe

Uso de sangre almacenada

Baja temperatura ambiente

Situar las preparaciones a 37°C

R.C.P.
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Los crrores (éenicos en la PLE estin en
relacién con ¢l grosor de la extensidn, el
tiempo transcurrido entre la extonsion de
la sangre v la elucién, v {al igual gue todas
las variantes de la prueba de solubilidad)
la mala preparacion del baffer. Tales erro-
res =e evilan haciendo extensiones finas,
haciendo la elucién en el dia, empleando
controles posilives y negalives, ¥ con una
cuidadosa preparacidn v conservacidn de
la solucién de fosfate!, para la que e uti-
lizan productes de huena calidad, exaztitud
en la pesada, control del pH, almacenaje en
rclrigu:raciim. ele,

En la PF3 los crrores relacionados con
el sellaje de la preparacion disminuyen si
se sellan dos gotas separadas sobre el mis-
mo porlachjelos: los relacionados con una
lenta velocidad de falcilormacion disminu-
ven con la observacion de las preparaciones
negalivas o dudoszas hasta por lo menos
72 horas: v la presencia d= cambios de la
morfologia eritrocitaria parecidos a la fal-
ciformacién s¢ descartan porque se ohser-
van en lag preparaciones recién hechas, y
no se modifican con el tiempo. Las prepa-
raciones no d-ben hacerse con sangre al-
macenada, v se evitarin los temperaturas
extremas,

Nos ha lamade la atencién que en Ia
literatura revisada no hayvamos encontrado
otras referencias a la PE, ademds de los
dos reportes de sus aulores, ya mencionados.
No sabemos si ello ¢s debide al fracaso de
otros investigadores 3l tralar de reprodu-
cirla, o la difusidn de los métodos electro.
foréticos, asi como de varias microtéenicas
cualitativas de la prueba de solubilidad en
tubo de ensavo. que utilizan sangre total.

CONCLUSIONES

La electroforesis de hemoglobina es ¢l
metodo ideal para ol pesquicaje de la h-mo.
globinopatia “5”, Con la wiilizacién de
modernos equipos y medios de soporte, sis-
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temas lampones perfeccionados, y microtéc.
nicas, se ha hecho posible ¢l procesamiento
de un gran nimere de muestras en un corle
tiempo; sin embargo, requicre equipos y
reaclivos especializados qus todavia no
estan disponibles en todos los laboratorios,
por lo que se mantienen vigenles olros mé-
todos més sencillos, aunque menos exactos,
como les basados en la falciformacién de
los h-maties ¥ en la menor solubilidad de
la Hb-5 en tampones de fosfatos de alta mo-
laridad.

Hemos presentado aqui los resultados ob.
tenidos al comparar la prueba de elucion
para la visualizacion de la Hb-5 en exten-
siones de sangre (propuesta por V. Yakulis
y P. Heller) con las pruebas de faleiforma-
cién simple y la de falciformacion con me-
tabisulfito, analizando las posibilidades de
ulilizarlas como procedimiento de despis-
taje.

Las tres pruebas que s¢ compararon no
mostraron falsos resultados “positives™ on
483 muestras “S-negativas”, ni falsos “ne-
galivos” en 12 con hemoglobina S5, v 6
con SC,

En un grupo de 39 heterocigdlicos sim-
ples (AS), la prueba de elucion fue mas
exacla que las prusbas de falciformacion,
las cua'es tuvieron un porcentaje significa-
tivamente elevado de falsos re:ultades “ne-
gatives”,

Se resumen las posibles causas de error
de dichas pruebas y ¢l modo de evitarlas.

Las principales desventajas de la prueba
de elucién son los requisitos que deben ob-
servarse ¢n relacién con la extension do la
sangre, ¢l liempo transcurrido antes de la
elucién, y ante todo (igual que en todas las
varisntes de la prucba de solubilidad) los
cuidados requeridos para la preparacion y
conservacion de la solucién tampdn, v el
gasto de cantidades relalivamente grandes
de fosfatos cuando se utiliza masivamente,
Aclualmente existen varias microlécnicas

Mare Jusio, 1974



cualitativas lambién basadas cn la prucba
s solubilidad, que s¢ realizan en wbos de
ensavo ulilizande sangre 1olal. que pueden
uzarze como procedimientos de despistaje,
con ventajas v desventajas similarss a las
de la prueba de elucidn.

Las pruchas de faleiformacion son mucho
mis seneillas, prro son menos exactas para
detectar 2 los heterorigoticos (AS); ade-
mis ol resullado = obtiene {fen ¢l método
simple) en un licmpo mucho mis prolon-
gado 121 horas) que on la prucha de
elucidn (15 minules) : sa exactitud puede
incrementars. pero 8 expensaz de una
wayor demora en el resultado (hasta 72
horas). Cunndo se wtiliza ¢ metabisulfito
de sodio como azente reductor, ¢ resol-
tado o= muche mis répido {15 minutos),
iere el porcentaje de falsos “negativos™
en helerocigiticos no mejora,

I comendamos la prueba de clucidn para
aquelle: laboratories donde existan condi-
ciones para enmplimentar  los requisilos
que exige la misma. mientras que en aque-
los logares donde no existan lales condi.
ciones puedin wiilizars» las pruebss de fal-
ciformacion que. si bien son menos exactas
para detectar heterocigdticos, pueden reali.
zarse on cualguier medio.

SLMMARY

=00 =N

Es necezario destocar el hallazgo de fal-o-
“megalivos” con eslas prochas de Sickling
v aun de elucion diferencial, reportado por
otros autares, incluse en pacientes siekit.
micos con petes sintemas v oen 5.0 tala.
zémicos,

La rigurosidad en Ta preparactan de las
soluciones de fosfato, el ajuste del pH de
la solucién para mantener la maolaridad
son nocesarios para obiener nuevos resul-
tados, a=i como la utilizacion de fosfatos
previamente desecados para la preparacion
de las soluciones.

La prueba de solubilidad automatizada
de la Tecnicon Analyser, a pesar de que
supera laz dificultades en la documentacion,
desde el punto de vista econdmico, deja
mucho que des:ar por lo cosloso que pesul-
tan los equipos, ¥ ademis la velocidad que
alcanza no s mayor de 40 mucstras X ho-
ra. Fs necesario comenzar a utilizar zangre
tolal para dicha prueba y realizar micro-
léeen’eas.

La prucha de elucidén no e una praeba
qu - s¢ pueda wiilizar para csludios masivos,
¥ya que resulta poco segura v lenta. axi
como por la necesidad de yrabajar con
sangre v roluciones freseas.

R

Machado Carcia-Sifievie. R, Application of efution test for the visnalization of HE 5 in Slood
staears for hemoglobinopathy-5 screening. Rev. Cub, Ped. 46: 3, 1974,

Remuftx obtained in comparing the elution test for the visualization of Hb S in blood smears
Cprapeeed By V. Yakolis and P Heller) with the simple sickling test and the sickling test with
mrtabiculfite are presented. and the possibilities of using the firstmentioned test analyzed.
Prssilile vause of ervor and the way 1o aveid them in performing Lhese tests ave summarised.

RESUME

Machads Carcia-Sikerie. R, Applicavion de Pépreure & élwiion ponr visualiser fe MBS on oex
tensfones de sang dans da recherche de Phemeglobinoparkie 5. Rev. Cub. Ped, 46: 3, 1974,

Lee risuliors obienus en comparant éprewve d'élutivn pour vicualiser le HhS en extensions
ile sang (proposee par V. Yakulis et P, Heller), avec les épreuves de falviformation simple et
velle de faleiformation avee métabisullite sont présentés, analyzant les possibilités de son emploi

comme methode de recherche, On résume les cousts qui pewt-ftre peuvent laire commetre une

rrecur en eniplovant ees épreuves, aingi que Ja facon de les éviter

c. P 235
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TCH AHANH3 BOSMORAOCTa NpHMEAEHAA B RAMECTEE MeTOIa HCCHACTOBaHMA. UT-
Me9anTCA BePOATAHE NPUYAHH OMHGOK NPH BCHONB3OZAHEA YKASAHKHX TECTOB,

a TaKme CNOCOOH MpPendTPpaneAnd HBX.
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