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Resumen. La Troponina | cardiaca es considerada el marcador bioquimi-
co de eleccion para el infarto agudo del miocardio; que es una urgencia médi-
ca y es necesario su diagnoéstico rapido. En este articulo se estudio la posibili-
dad de diagnosticar esta entidad nosolégica de una manera cualitativa a tra-
vés de un ensayo inmunocromatogréafico de un solo paso de deteccién de Tro-
ponina | cardiaca elaborado en el laboratorio y otro ensayo inmunocromato-
gréfico cualitativo de deteccion de Troponina | cardiaca Cardiac STATus™. Se
evaluaron retrospectivamente 76 plasmas de pacientes con infarto agudo del
miocardio y 50 plasmas de donantes sanos. El inmunoensayo del laboratorio
no presento reactividad cruzada con la isoforma esquelética de la Troponina I.
Esta prueba detect6 1 ng/mL o mayor de Troponina | cardiaca en forma de
complejo terciario en plasma y también reconocié la molécula libre. La sensi-
bilidad clinica del inmunoensayo del laboratorio en pacientes con infarto agu-
do del miocardio de tipo Q fue 100% y para el inmunoensayo comercial, 85,7%
en el periodo de 6 h a 24 h de inicio del dolor en el pecho. Para ese tipo de in-
farto se detect6 sefial hasta las 148 h y la sensibilidad clinica oscilé entre
84,2% y 90,9% para ambos sistemas. En el caso de pacientes con infarto agu-
do del miocardio de tipo no-Q la sensibilidad clinica fue 70% en los dos inmu-
noensayos. La especificidad clinica del inmunocromatografico de Troponina |
cardiaca preparado en el laboratorio con muestras de donantes sanos fue
90.4% y para el inmunocromatografico comercial, 100%. Los dos sistemas in-
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munocromatograficos de un solo paso para la deteccién de Troponina | car-
diaca evaluados en este trabajo diagnostican de una manera rapida y facil la
muerte celular miocardica importante y en menor grado, aquella necrosis
més pequefia, sin signos electrocardiograficos concluyentes y con posibilida-
des de la ocurrencia de complicaciones a corto y mediano plazo en el paciente
con sindrome coronario agudo.

Preliminary evaluation of a rapid, qualitative one step
immunoassay of cardiac Troponin | in the acute myocardial
infarction diagnosis.
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Abstract. The cardiac Troponin | is considered the biochemical marker
of election to detect acute myocardial infarction, a medical urgency that re-
quires a rapid diagnosis. In this article, the diagnosis of this condition was
studied qualitatively through an immunochromatographic assay of a single
step detection of cardiac Troponin | elaborated in the laboratory comparing it
with another, commercially available, qualitative immunochromatographic as-
say of detection of cardiac Troponin I, Cardiac STATUS TM. The plasmas of 76
patients with acute myocardial infarction and 50 plasmas obtained from
healthy donors were evaluated retrospectively. The laboratory’s immunoassay
did not present cross reactivity with the skeletal isoform of Troponin 1. This
test detected 1 ng/mL or more of cardiac Troponin | in the form of a tertiary
complex in plasma and it also recognized the free molecule. The clinical sen-
sitivity of the immunoassay of the laboratory in patients with Q wave type
acute myocardial infarction was 100% and for the commercial immunoassay
was 85.7% in the period of 6 h to 24 h following the onset of chest pain. For
this type of infarction, the signal was detected up to 148 h after the onset of
symptoms and the clinical sensitivity oscillated between 84.2% and 90.9% for
both assays. The clinical sensitivities of the two immunoassays were 70% in
the case of patients with non-Q wave acute myocardial infarction. With
healthy donor’s samples, the clinical specificity of the immuno-
chromatographic assay prepared in the laboratory was of 90.4% and for com-
mercial immunoassay was 100%. The immunochromatographic immunoassays
of a single step for the detection of cardiac Troponin | evaluated in this work,
diagnosed in a quick and easy way, important myocardial cell death and to
lesser extent smaller necrosis, in patients without concluding electrocardio-
ghraphic signs and with the possibility of the occurrence of complications.
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INTRODUCCION

EL infarto agudo del miocardio (IAM)
es la primera causa de muerte en Cuba y de
muchos paises de mundo. En Cuba provoca
mas de 10 000 muertes al afio para una
tasa relativa de 0,19% (1). El sindrome co-
ronario agudo engloba tres formas clinicas:
la angina inestable aguda, el 1AM de tipo
no-Q y el 1AM de tipo Q. En las dos prime-
ras formas clinicas existe oclusion parcial
del vaso coronario afectado que provoca
dafio celular que puede evolucionar a mi-
crofocos de muerte celular o de 1AM de tipo
no-Q. En la dltima forma clinica existe una
oclusion total de la arteria coronaria afecta-
da y existe un dafio celular considerable
que origina una necrosis celular al cabo de
4 a 6 horas de evolucion de la hipoxia. El in-
dice de mortalidad aguda en el 1AM de tipo
no-Q es de 2 al 3% comparado con el 10%
para el 1AM de tipo Q. Las complicaciones
del 1AM de tipo no-Q son minimas compara-
das con aquellas después de un IAM de tipo
Q. Existe la experiencia clinica de una bue-
na respuesta al tratamiento trombolitico en
los pacientes con IAM que presentan una
elevacién del segmento ST, los cuales en su
mayoria evolucionan a IAM de tipo Q. Sin
embargo, un 50% de todos los pacientes
con IAM presentan un electrocardiograma
sin elevacion del segmento ST, que en su
mayoria evolucionan a angina inestable
aguda y a IAM de tipo no-Q, sélo una peque-
fla porcién de estos pacientes derivan a IAM
de tipo Q. En este grupo de pacientes con
IAM sin elevacion de ST electrocardiografi-
co, el tratamiento trombolitico no esta in-
dicado, sino los inhibidores de la trombogé-
nesis como son: la heparina de bajo peso
molecular y los inhibidores de la glicopro-
teina Ilb/Illa. Ambos tipos de tratamientos
deben ser aplicados lo mas rapido posible;
el tratamiento trombolitico debe ser antes
de las 12 horas del inicio del dolor en el pe-
cho (2) y el tratamiento con inhibidores de

la trombogénesis antes de las 24 horas de
inicio del cuadro clinico (3, 4). Cuanto mas
répida es la intervencion trombolitica mejor
es la evolucion del paciente y menor el
dafio miocéardico. El tratamiento entre 1-2
horas del inicio del dolor en el pecho se evi-
ta el dafio irreversible y entre 4-6 horas, ese
dafo es relativamente pequefio. Se ha re-
portado que aproximadamente s6lo un 50%
de los pacientes con IAM son diagnostica-
dos correctamente a tiempo para recibir
una intervencion terapéutica atil (5) y del
total de pacientes que se presentan en el
cuerpo de guardia con sospecha de sindro-
me coronario agudo el 10% presentan eleva-
cion del segmento electrocardiogréfico STy
el 90% restante se necesita la confirmacion
bioquimica de su diagnostico (6, 7).

Con el desarrollo tecnoldgico en la ins-
trumentacion han aparecido andlisis rapido
de una magnitud bioquimica o varias de
ellas que pueden ser realizadas simultanea-
mente para el diagnostico de dafio miocér-
dico en formato cualitativo o cuantitativo
en el laboratorio central, en los laborato-
rios satélites o al lado de la cama de pacien-
te por un personal clinico o del laboratorio.
Estas pruebas reciben el nombre de analisis
en unidades de cuidados. Entre los marca-
dores bioquimicos utilizados para este tipo
de pruebas répidas y simples de un solo
paso para ser realizadas préoximo a la cama
del paciente estan las determinaciones se-
riadas de la creatinaquinasa (CK, EC
2.7.3.2), la isoenzima MB de la creatinaqui-
nasa (CKMB) y la mioglobina. Todo estos
marcadores favorecen el diagnostico de 1AM
no-Q cuando el electrocardiograma no es
atil. Pero las troponinas cardiacas (I y T)
son de mayor cardioespecificidad que las
enzimas y la Troponina | (Tnl) cardiaca es
més cardioespecifica que la Troponina T
cardiaca que ha estado moderadamente au-
mentada en pacientes con insuficiencia re-
nal crénica sin un sindrome coronario agu-
do (8). Las troponinas presentan mayores
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sensibilidades que los marcadores enzimati-
cos (incluyendo la CKMB) ya que detecta
mayor nameros de pacientes con angina
inestable aguda cuando las enzimas son ne-
gativas. Se ha demostrado anatomopatol6-
gicamente que esos pacientes con angina
inestable han presentado focos muy peque-
fios de necrosis miocardica. Por ultimo, las
troponinas positivas en pacientes con angi-
na inestable aguda brindan informacién
prondstica con respecto al desarrollo de un
IAM o de muerte en los 30 dias siguientes
del inicio de dolor en el pecho (7).

La Tnl cardiaca conjuntamente con la
troponina T cardiaca y la troponina C for-
man el complejo de troponina cardiaca que
participa en la regulacion de la contraccion
muscular del corazén. Existen 3 isoformas
de la Tnl: la Tnl cardiaca, la Tnl esquelética
répida y la Tnl esquelética lenta. La Tnl car-
diaca es liberada hacia el plasma en forma
de complejo binario con la troponina C,
después le sigue la forma terciaria de la tro-
ponina (C-T-1) y s6lo un 6% es liberada en
forma de libre (9). La Tnl cardiaca se eleva
a partir de 4 a 6 horas hasta un pico que se
obtiene entre 12-24 h y vuelve a la normali-
dad de 5 a 7 dias. La Tnl cardiaca puede ser
detectada en plasmas de pacientes, usando
anticuerpos  monoclonales  especificos
(AcM). Los anticuerpos deben discriminar
la isoforma cardiaca de Tnl de la isoforma
esquelética y debe ser capaz de reconocer
la molécula en la forma libre y formando
complejo.

Se han reportado diferentes umbrales
de corte de la Tnl cardiaca para el 1AM en
suero que oscilan desde 2,5 ng/mL (10) a
1 ng/mL (11). También se han descritos di-
ferentes sistemas inmunocromatogréaficos
de diagndstico rapido de Tnl cardiaca para
la realizacion al lado de la cama del pacien-
te que utilizan diferentes combinaciones de
anticuerpos para el diagnéstico de esta en-
fermedad. En este articulo describimos la
elaboracion de un analisis inmunocromato-

gréfico répido de un solo paso para la de-
teccion de Tnl cardiaca en plasma humano,
usando una nueva combinacion de anticuer-
pos. Ademas evaluamos restropectivamente
dos grupos de pacientes con 1AM, uno de
tipo Q y otro no-Q con el sistema inmuno-
cromatografico de deteccion de Tnl cardia-
ca Cardiac STATus™ y con aquel preparado
en el laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Material de calibracion

El calibrador del immunoanalisis fue el
complejo de troponina cardiaca natural hu-
mana (Hytest, Turku, Finlandia). Este reac-
tivo se diluyé en una mezcla de sueros hu-
manos de donantes sanos filtrada en mem-
brana de acetato de celulosa con un tama-
fio de poro de 0.45 um (Sartorious AG, Got-
tingen, Alemania) hasta una concentracion
de 1 ng/mL de complejo de troponina car-
diaca natural humana y se alicuotd conve-
nientemente. La concentracion de Tnl car-
diaca dentro de ese complejo terciario es
300 ng/mL. Las alicuotas se conservaron a
—70°C como calibradores primarios durante
3 afios (12). Las alicuotas de uso frecuente
o calibradores secundarios se conservaron a
—20° por menos de 2 meses y se descongela-
ban a temperatura ambiente antes de usar
en el analisis. Cada alicuota se us6 en me-
nos de 5 ciclos de congelacion y desconge-
lacion (13).

Anticuerpos

Los hibridomas del AcM CBTnl.16 fue-
ron obtenidos por el método de fusiéon con
polietilenglicol de los mielomas P3X63-Ag8-
653 y los linfocitos esplénicos de los rato-
nes inmunizados en una relacion 10 a 1
(14).

Los AcM CBTnl.16 y el 19C7 (Hytest,
Turku, Finlandia) no tienen reactividad cru-
zada con la Tnl esquelética. Ambos anti-
cuerpos reconocen a la Tnl cardiaca libre y
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cuando estd formando complejo con la tro-
ponina T y la troponina C. El anticuerpo
19C7 reconoce el epitopo —SASRKLQLK-
(15) y el CBTnl.16, el epitopo —FAELQD-
(14) que corresponden al grupo de aminoé-
cidos desde la posicion 41 a la 49 y de la
posicion 89 a la 94 de la secuencia aminoa-
cidica de la Tnl cardiaca, respectivamente.
Esos dos anticuerpos reconocen la parte
central de la Tnl cardiaca que constituye la
parte mas estable de esta molécula.

El AcM CBTnl.16 fue purificado de la
ascitis por cromatografia de afinidad usan-
do una columna de proteina A sefarosa CL
4B (Pharmacia, Upsala, Suecia). El anti-
cuerpo policlonal de anti-lgG de raton en
carnero (Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia de Sancti Spiritus, Sancti
Spiritus, Cuba) fue aplicado en la mancha
control del inmunoanélisis de un solo paso.

Preparacion del coloide de oro

Se prepar6 mediante el protocolo des-
crito por De Mey (16). Brevemente se pre-
par6 una soluciéon de 200 mL de solucién
de acido tetraclorodurico (Riedel de Haén,
Seelze, Alemania) al 2%. Se calenté con agi-
tacion suave y constante (300 rpm) hasta
que hirvié (100°C). Cuando comenzo a ebu-
llir, se incrementd la agitacion a 900 rpm,
se destapo el recipiente y se adiciond rapi-
damente y de una sola vez 1.5 mL de la
mezcla reductora de citrato trisodico. Se
observo que se producen cambios de color,
primero de amarillo pélido a azul oscuro e
inmediatamente a rojo oscuro. Luego, se
dejo en agitacion y calor durante 15 min.
Después se retird la solucion del calor, y se
coloc6 a temperatura ambiente. Se conser-
VO a 4°C, siendo estable por 3 meses. Se mi-
dio el tamafio de las particulas de oro coloi-
dal, segun algunas modificaciones del pro-
tocolo de Smith y Seegan (17) en un mi-
croscopio electronico de transmision JEM
2000EX (JEOL, Akishima, Japdén) con un
voltaje de aceleracién de 80 kv. El aumento

primario fue de 40 000X 6 50 00O0X. Las
muestras de oro coloidal fueron absorbidas
en hojas de carbon fino y embebidas con 2%
de acetato de uranilo. El tamafo de la par-
ticula de oro coloidal fue de un didmetro
promedio de 30 nm. Los parametros longi-
tud de onda maximo (A,simo) Y 12 variacion
de la longitud de onda (A1) se determina-
ron a cada uno de los coloides a través de la
espectrofotometria (Pharmacia, Uppsala,
Suecia) y el programa Wavescan, con el ob-
jetivo de realizar el control de la calidad de
esas soluciones.

Conjugacion del anticuerpo CBTnl.16
con oro coloidal

Se sigui6 el método descrito por Bees-
ley (18) con algunas modificaciones. El
conjugado CBTnl.16 fue preparado deter-
minando el pH 6ptimo y la minima cantidad
protectora. La menor cantidad de proteina
necesaria para proteger la solucién de oro
coloidal de la floculacién en presencia de
sales se denomina: minima cantidad protec-
tora. En una placa de microtitulacion Poly-
sorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca) a las di-
luciones seriadas de 50 pL del AcM diluido
en agua destilada fue afiadido 200 pL de so-
lucion de oro coloidal a diferentes pH. El
pH fue cambiado con 0,1 M de carbonato
de potasio (BDH chemicals, Inglaterra,
Gran Bretafia). La absorcion del AcM ocu-
rri6 en 5 min a temperatura ambiente
(20-24°C). Después de esto, 25 pL de cloru-
ro de sodio al 10% fue afiadido y la flocula-
cion fue vista por cambio de color rojo (co-
loide protegido) a color azul (coloide no
protegido). La lectura de la placa de micro-
titulacién fue realizada a 620 nm —que de-
tecta el cambio de coloracion azul- en el
lector de placa PR-521 (Tecnosuma Interna-
cional, Ciudad de La Habana, Cuba). Cono-
ciendo el pH y la cantidad minima protecto-
ra del AcM CBTnl.16 por el coloide; esta
proteina fue absorbida al coloide de oro en
un volumen de interés. El conjugado fue
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bloqueado con 1% de albimina sérica bovi-
na y 0,05% de polivinilpirrolidona 10 000
por 5 min a temperatura ambiente. El exce-
so de AcM y de albumina fueron eliminados
por una centrifugacion a 18 000 rpm duran-
te 1 h a 4°C. El sobrenadante y el precipita-
do duro incrustado en la pared del tubo de
centrifuga fueron descartados. El precipita-
do duro corresponde al oro no conjugado
con la proteina y no migra al fondo del tubo
de centrifuga. El precipitado blando asenta-
do en el fondo del tubo de centrifuga fue re-
suspendido en el tampon de almacenamien-
to y conservada a 4°C. El tampon de alma-
cenamiento es una solucion de Tris/HCL 10
mM pH 8,5, 1% de albumina sérica bovina,
0,05% de polivinilpirrolidona 10 000 y 0,1%
de azida sodica filtrada por una membrana
de acetato de celulosa con un tamafo de
poro de 0,2 um (Sartorious AG, Gottingen,
Alemania). A los conjugados de AcM - oro
se les ajustd la densidad éptica a 0.125 para
una longitud de onda 520 nm (19). Este
mismo método fue utilizado para conjugar
el anticuerpo CBTnl.16 a las soluciones co-
loidales comerciales de particulas de oro
con didmetro promedio de 40 nm y la otra
de 20 nm (Ted Pella, California, USA).

Principio del inmunocromatogréfico
de deteccidn de la Tnl cardiaca

En esta prueba se usé una combinacién
Unica de dos anticuerpos monoclonales mu-
rinos, uno es el 19C7 absorbido en la fase
sélida y el otro anticuerpo CBTnl.16 conju-
gado a particulas de oro coloidal, ademés un
anticuerpo policlonal anti-lgG de raton in-
movilizado como control del funcionamiento
de la prueba. La prueba comienza cuando se
introduce la tira en un vial de 1,5 mL (Poly-
labo, Paris, Francia) que contiene 200 pL
de plasma heparinizado humano (Fig. 1).
La Tnl cardiaca plasmatica se combina con
el anticuerpo CBTnl.16-oro. Debido a la ca-
pilaridad comienza a migrar el complejo de
Tnl cardiaca-CBTnl.16-oro a través de la

Almaohadilla
*+— ahsorbente

. « Mancha de contro

Membrana de Mancha de
nitrocelulosa V . captura
Almohadilla
4+ liberadora del
conjugado
Vi«ﬁ'_.,
i — Plasma
—_

Fig. 1. Vista frontal de una prueba inmunocro-
matografica preparada en el laboratorio
de flujo lateral en funcionamiento y se
sefialan las diferentes partes que la
componen.

tira. Cuando llega a la zona de captura don-
de se encuentra el AcM 19C7 (1,5 ug por
tira) inmovilizado es atrapado dicho com-
plejo antigeno-anticuerpo. La concentra-
cion de las particulas de oro da origen a
una mancha rojo purpura en esa region. Al
continuar migrando en el frente de corrida,
el anticuerpo conjugado con oro que no
reacciond con el antigeno es atrapado en
una segunda linea captura inespecifica don-
de esta el anticuerpo anti-lgG de ratén en
carnero inmovilizado en la fase solida. En
este momento se origina una segunda sefial
gue funciona como control de que hubo mi-
gracion del conjugado CBTnl.16- oro en la
matriz biolégica a través de la linea de cap-
tura especifica. La prueba demora 20 minu-
tos. Se considera un resultado positivo si
aparecen dos manchas visibles en la zona de
reaccion. El resultado es negativo si sélo
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aparece una mancha correspondiente al
control. El ensayo no vélido fue considerado
si no aparece la mancha correspondiente al
control y la prueba debe ser repetida. Debi-
do a la cinética de liberacion de la Tnl car-
diaca, se evaluaron las muestras de plasmas
a partir de las 6 horas. La lectura visual de
los resultados de los ensayos inmunocroma-
togréficos se realizaron con una adecuada
iluminacién y se evaluaron por tres observa-
dores independientes, sin un conocimiento
previo del diagnéstico de la muestra con el
objetivo de controlar la variacion interob-
servador. Todos los experimentos fueron lle-
vados a cabo a temperatura ambiente (21 a
25°C).

En algunos experimentos descritos
mas adelante se realizd la lectura de la
mancha de captura especifica de los ensa-
yos inmunocromatogréaficos en un Analiza-
dor personal para pruebas rapidas PART™
(LRE Technology Partner GmbH, Minchen,
Alemania) y se utilizo el programa de eva-
luacion de pruebas rapidas para ese analiza-
dor PART ES™. Ese equipo es un fotdbmetro
que hace incidir un rayo de luz (a una de-
terminada longitud de onda) sobre la mem-
brana de nitrocelulosa de la tira inmuno-
cromatografica. La luz reflejada es captada
por un sistema de lente que tiene acoplado
un sensor lineal eléctrico. La sefal captada
por ese sensor es convertida por el progra-
ma de computacion en una curva que varia
su altura en dependencia de la intensidad
del color de la mancha especifica, siempre y
cuando no exista variacion en la extension
de la mancha. El resultado final es mostra-
do como el &rea de bajo de esa curva.

Comparacion de los conjugados de
AcM-oro realizados con diferentes coloides
Los conjugados del CBTnl.16 con el
coloide de oro preparado en nuestro labora-
torio y el coloide de Ted Pella fueron ajusta-
dos a una misma densidad oOptica (0,125 a
una longitud de onda 520 nm) y se aplica-

ron diferentes volimenes de los mismos
desde 1 pL hasta 6 pL en las almohadillas
del conjugado de cada tira. Las muestras
fueron una mezcla de plasmas de donantes
sanos y esa misma mezcla que se le afiadid
4 ng/mL de Tnl cardiaca en forma de com-
plejo terciario. Se hizo una corrida de 20
minutos y luego se realizé la lectura.

Experimentos de termoestabilidad de
los componentes de la prueba inmunocro-
matogréfica de Tnl cardiaca.

Una vez que los tres componentes
principales de este inmunoanélisis —el anti-
cuerpo policlonal anti-lgG ratén, el anti-
cuerpo anti-Tnl cardiaca 19C7 y el conjuga-
do CBTnl.16-oro— fueron optimizados sus
condiciones de recubrimiento en la mem-
brana de nitrocelulosa y la aplicacion en la
almohadilla de conjugado se procedi6 a los
experimentos de estabilidad. La tira de ni-
trocelulosa fue recubierta con 1 pL (1 pg)
del anticuerpo policlonal en la solucién de
Tris 10 mM, cloruro de sodio 150 mM pH
7,4y de 1uL (1 pg) del anticuerpo mono-
clonal 19C7 en diferentes soluciones. Se de-
jaron secar a 37°C durante 16 h (toda la no-
che). Se aplicé en la almohadilla de conju-
gado 2 pL del conjugado CBTnl.16-oro di-
luido en igual volumen de soluciones con
diferentes aditivos estabilizantes a estudiar.
Se dej6 secar durante 1 h a 37°C. Después
las tiras de membrana de nitrocelulosa por
un lado y las almohadillas de conjugado por
otra fueron introducidas en un envase sella-
do de nil6n metalizado y con una bolsita de-
secante de gel de silice Minipax® (Multi-
form Desiccants Inc, Nueva York, USA)
adentro. Se introdujeron dentro de un hor-
no a 60°C y otras a 25°C (control) durante
4 dias. Los diferentes componentes en estu-
dio de las pruebas inmunocromatogréaficas
fueron ensamblados con los otros compo-
nentes preparados en el mismo dia. Para
analizar la estabilidad de la tira inmunocro-
matogréfica en su conjunto cada uno de los
componentes principales se le afiadié sus
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correspondientes aditivos y se aplicaron a la
tira de nitrocelulosa o a la almohadilla de
conjugado. Se dejaron secar, luego se en-
samblo la tira completamente incluyendo la
almohadilla absorbente y se guard6 dentro
de un envase sellado de nilon metalizado y
una bolsita desecante de gel de silice aden-
tro a 37°C durante 40 dias. En todos los ca-
sos se probo el funcionamiento de la prueba
inmunocromatografica de un solo paso
como se ha descrito anteriormente.

El detergente Pluronic® L64, los poli-
meros: PVP K-90® y Viscarin® GP 309
(Pragmatics Inc, Indiana, USA) y la trehalo-
sa (Sigma, St Louis, USA) fueron utilizados
en los experimentos de estabilidad de los
componentes del sistema inmunocromato-
gréfico. Todos los demés reactivos utiliza-
dos no especificados fueron de la firma
MERCK (Darmstadt, Alemania).

Especificidad analitica

La Tnl cardiaca natural humana (Bio-
design International, Kennebruck, USA) y
la Tnl esquelética natural humana (Hytest,
Turku, Finlandia) eran altamente purifica-
das. La Tnl cardiaca en forma de complejo
terciario y la Tnl cardiaca natural se inclu-
yeron como controles positivos y la Tnl es-
quelética se diluy6 en la mezcla de plasmas
de donantes sanos en 3 concentraciones:
2000 ng/mL, 200 ng/mL y 20 ng/mL. Se
aplicé la mezcla de plasmas de donantes sa-
nos como control negativo de la muestra. A
nivel de la mancha de control se aplicé
anti-lgG de ratén en carnero.

Limite de deteccion y efecto prozona

Se prepararon diferentes concentracio-
nes de Tnl cardiaca en forma de complejo
terciario: 4 ng/mL, 2 ng/mL, 1 ng/mL,
0,5 ng/mL y 0 ng/mL en una mezcla de
plasma de donantes sanos. Esos patrones
fueron evaluados por el sistema inmunocro-
matogréfico de deteccion de Tnl cardiaca
preparado en el laboratorio y el Cardiac

STATusa vy luego se realizé la lectura de
ambas pruebas. Para analizar si en esta
prueba de un solo paso existe efecto prozo-
na se aplicaron concentraciones mayores de
la Tnl cardiaca en forma de complejo ter-
ciario —llegando a 300 ng/mL- en la mezcla
de plasmas de donantes sanos. Se midio el
tiempo en que aparecia cada sefial y su in-
tensidad.

Obtencién y procesamiento de las
muestras de los pacientes
y de los donantes sanos

Las muestras patoldgicas fueron reco-
lectadas de pacientes ingresados en las Uni-
dades de Cuidados Coronarios de 3 Hospita-
les de Ciudad de La Habana en el periodo
del 1999 al 2002 y las muestras de donantes
sanos del Banco de Sangre de Marianao
(Ciudad de La Habana). El IAM fue diagnos-
ticado cuando se cumplieron con 2 de los 3
criterios enunciados por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) para esta enfer-
medad. El criterio clinico consistié en una
historia clinica de dolor en el pecho de 20
min o0 mas que no se alivia con nitrogliceri-
na. El criterio electrocardiogréfico cuando
existe elevacion del segmento electrocardio-
gréfico ST de mas de 1 mm de 2 derivacio-
nes: DI, DI, DIII, avVL y aVF que registran la
misma zona anatémica o de mas de 2 mm
en 2 o més derivaciones precordiales conti-
guas o bloqueo de rama izquierda o la pre-
sencia de una Q patologica en esas deriva-
ciones. El criterio bioguimico consistio en la
elevacion de las enzimas en al menos 2 de-
terminaciones por encima de sus respectivos
limites de referencias superiores y sus venta-
nas diagnosticas. Los pacientes con dolor en
el pecho sugestivo de isquemia miocéardica y
con un electrocardiograma no util se diag-
nosticaron como IMA no Q cuando cumplie-
ron con el criterio bioquimico enzimatico.

Las muestras de plasmas fueron obte-
nidas desde las 6 horas de inicio del dolor
en el pecho hasta las 148 horas. El tiempo
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promedio transcurrido de 21 pacientes des-
de el inicio del dolor en el pecho hasta la ad-
mision en el hospital fue 2 hy 44 min (x 2
h y 23 min). Se tuvieron en cuenta los as-
pectos recogidos en la Declaracién de Hel-
sinki para la evaluacion de seres humanos
como sujeto de investigacion (529 Asamblea
General de Asociacion Médica Mundial,
Edimburgo, Escocia, Octubre 2000). Se uti-
liz6 el volumen de plasma descartado en el
laboratorio después de realizados los anélisis
indicados por el facultativo del paciente, por
lo que no se hizo una nueva puncién de la
vena. Las muestras de plasmas fueron codifi-
cadas para la realizacién del estudio y luego
se convirtieron en muestras anénimas. Se
guardé la confidencialidad de los datos per-
sonales de cada uno de los pacientes.

Los 50 plasmas de donantes sanos fue-
ron recogidos del banco del sangre sin his-
toria previa ni actual del dafio cardiaco y
con los siguientes datos: edad promedio de
30 afios (18-43 afios), peso promedio de 74
Kg (62-99 Kg). En todos los casos, se tomo
1,5 mL de sangre del paciente, se le afiadid
heparina (Imefa, Ciudad de La Habana,
Cuba) a una concentracion final de 2 unida-
des internacionales/mL como anticoagulan-
te, después se centrifugd 2 000 g durante
15 minutos y por ultimo, se recogio el so-
brenadante, obteniéndose el plasma. Los
plasmas con hemodlisis fueron descartados.
Todas las muestras recogidas fueron debi-
damente alicuotadas y conservadas a —70 °C
por un periodo de 3 afios (12). Se usaron en
menos de 4 ciclos de congelacion y descon-
gelacion (13). Después de cada descongela-
cion a temperatura ambiente, las alicuotas
de cada muestra fueron homogenizadas y
centrifugadas a 4 000 g antes de usar para
eliminar los restos de fibrinas.

Otros analisis biologicos

La prueba rapida de deteccion de Tro-
ponina | cardiaca Cardiac STATus™ se reali-
z6 segun las instrucciones de los fabrican-

tes (Spectral Diagnostic Inc, Princenton,
USA) y con un tiempo de anélisis de 15
min. El umbral de corte de IAM para ese en-
sayo es 1,5 ng/mL de Tnl cardiaca. Algunas
muestras de plasmas de pacientes con 1AM o
donantes sanos que en su evaluacién con los
dos inmunoanalisis de un solo paso fueron
discordantes; se evaluaron con el inmunoen-
sayo de cuantificacién de Tnl cardiaca en
plasma elaborado en el laboratorio que pre-
senta un limite de deteccion de 0.1 ng/mL
(14). La CKMB (Slavo diagnostics, Siena,
Italia) y la CK, la transaminasa glutamico-
oxalacética o TGO (EC 2.6.1.1) y la lactato
deshidrogenasa o EC 1.1.1.27 (Roche-
Boehringer, Mannheim, Alemania) fueron
realizadas segun las indicaciones de los fa-
bricantes en un analizador automatico he-
matologico 912 (Hitachi, Tokio, Japon).
Los limites de referencias superiores fue-
ron: para la CK, 195 UI/L; para la CKMB,
18 UI/L; para la TGO, 40 UI/L y para la
LDH, 450 UI/L. Se tomo6 en cuenta la ciné-
tica de liberacion al torrente sanguineo de
cada una de esas enzimas para el diagnosti-
co de IAM.

Analisis estadistico

Sensibilidad clinica = [PV/(NF+PV)] *100;
Especificidad clinica = [NV/(PF+NV)] *100;
Valor predictivo positivo = [PV/(PF+PV)] *100;
Valor predictivo negativo = [NV/(NF+NV)] *100;

Eficiencia diagnostica = [(PV+NV)/(PV+NF+PF+
NV)]*100,
donde PV es un resultado realmente
positivo o mas brevemente un positivo
verdadero, PF. positivo falso, NV: negativo
verdadero, NF. negativo falso. Las variables
clinicas recogidas y calculadas se informan
como el promedio de ellas y entre parén-
tesis el intervalo de confianza para un 95%
de confiabilidad. El intervalo de confianza
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de las variables clinicas estudiadas se calculd
segun la férmula de estimaciones del
intervalo de confianza al 95% para
proporciones donde p % 1.96 *(p*(1-p)/n)v2,
donde n es el tamafio de la muestra y la p
corresponde a las variables clinicas. Se
utilizaron las pruebas de significacion de
una cola de proporciones muestrales y de
diferencias de medias muestrales vy
proporciones muestrales. En todos los casos
se considerd la existencia de diferencias
significativas para una probabilidad igual o
menor de 0,05. Estos calculos fueron
realizados en el programa Microsoft Excel
(Microsoft Corporation, USA).

RESULTADOS

Optimizacion del ensayo rapido
de un solo paso de Tnl cardiaca con el
conjugado CBTnl.16-oro coloidal de 30 nm
En la Fig. 2 se muestra que existe un
pH 6ptimo entre 8 y 9, donde se obtiene la
mayor estabilidad del coloide elaborado en
el laboratorio cuando existe un aumento de
la fuerza idnica. El pH 8,5 fue seleccionado
para la conjugacién del anticuerpo
CBTnl.16 a las particulas de oro. La canti-
dad de 8 pg del anticuerpo CBTnl.16 es la
minima cantidad que protege al coloide del
efecto de la adicion de la sal. Se utiliz6 en

(@)
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0.4 4
0.35 A
0.3
0.25 A
0.2 4
0.15 +
0.1+
0.05 A
0 T T T T ,

6 7 8 9 10 11

pH de la solucién coloidal

Absorbancia 620 nm

los siguientes procesos de conjugacién del
anticuerpo a la particula de oro un ligero
exceso de esa proteina por encima de la mi-
nima cantidad de protectora: 10 ug/mL de
coloide de oro. Las condiciones de conjuga-
cion de este anticuerpo a las particulas de
oro coloidal de Ted Pella fueron similares a
las anteriormente descritas.

El conjugado del CBTnl.16 con el co-
loide elaborado en el laboratorio presentd
un fondo inespecifico a partir de 3 pL de vo-
lumen de aplicacién a la almohadilla de
conjugado del sistema inmunocromatogra-
fico y a 2 pL se obtuvo una buena sefal es-
pecifica sin dicho fondo (Fig. 3a). Por lo
que, el volumen de 2 pL present6 una mejor
relacion sefal/fondo y fue seleccionado
para realizar los siguientes experimentos
gue se mencionan. El conjugado CBTnl.16 -
oro coloidal preparado en el laboratorio con
un tamafio de particula de 30 nm produjo
manchas especificas més fuertes que el con-
jugado CBTnl.16-oro coloidal de Ted Pella
con un tamafio de particula de 40 nm. Sin
embargo, este ultimo conjugado comercial
no presenté fondo inespecifico (Fig. 3b). El
volumen de aplicacion del conjugado del
anticuerpo con el coloide comercial a la al-
mohadilla de conjugado fue 4 pL, que se
utilizd en los experimentos de evaluacion
de la prueba inmunocromatografica prepa-

0.45 - (b)

0.4
0.35 -
0.3
0.25 -
0.2 4
0.15 -
0.1+
0.05 -
0

Absorbancia 620 nm

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
ug de CBTnl.16/mL de solucion coloidal

Fig. 2. Condiciones 6ptimas de conjugacién del anticuerpo monoclonal CBTnl.16 con oro segun el
pH del coloide (a) y la cantidad minima de proteina que estabiliza el coloide en un aumento

de la fuerza ionica (b).
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Fig. 3. Determinacion del volumen de trabajo del conjugado CB Tnl.16-oro realizado con el coloide
de 30 nm elaborado en el laboratorio (a) y con el coloide comercial de la firma Ted Pella de
40 nm (b). Las columnas blancas corresponden a una mezcla de plasmas de donantes sanos y
las columnas grises a 4 ng/mL de Troponina | cardiaca en forma de complejo terciario diluida

en esa mezcla de plasmas.

rada en el laboratorio con las muestras de
donantes sanos con una sefal falsamente po-
sitiva. Previamente se habia comprobado
que el conjugado del anticuerpo CB Tnl.16
con el coloide comercial de 40 nm aumenta-
ba la sensibilidad analitica de este ensayo
con respecto al de 20 nm de esa misma fir-
ma. El aumento del tamafio de particula a
40 nm no produjo un impedimento estérico.

En los experimentos de estabilidad tér-
mica acelerada de los componentes de la
prueba inmunocromatogréfica se utiliza un
factor de conversion como posible predictor
de la estabilidad real de los componentes a
la temperatura de almacenamiento. Esa
prediccion es un célculo aproximado orien-
tador de que sus componentes podrian ser
estables a tiempo real con los diferentes
aditivos afiadidos, pero no es una garantia
de la estabilidad real de la tira reactiva. El
AcM de recubrimiento ni el anticuerpo poli-
clonal anti-lgG de ratén en la tira de nitro-
celulosa no disminuyeron su capacidad de
capturar el antigeno a 60°C durante 4 dias
(Fig. 4a), cuando el primer anticuerpo se
disolvié en solucién salina de fosfato 25 mM
pH 7,2 con trehalosa 8%, Pluronic® 0,05% y
azida sodica 0,02% y el segundo anticuerpo,

1 23 4 567 89 1011 12

a babab ababab

Fig. 4a.Estudio de la estabilidad térmica durante 4
dias del recubrimiento del anticuerpo mo-
noclonal 19C7 y del anticuerpo policlonal
de anti-lgG de ratdn en carnero sobre la ni-
trocelulosa a 25°C (tiras 1-6) y a 60°C (tiras
7-12). El anticuerpo monoclonal se diluy6
en la solucién salina de fosfato 25 mM pH
7,2 (tiras 1, 2), en la solucién salina de fos-
tato 25 mM pH 7,2 con azida sddica 0,02%
(tiras 3, 4) y en la solucion salina de fosfato
25 mM pH 7,2 con trehalosa 8%, Pluronic®
0,05% y azida sédica 0,02% (tiras 5, 6). Las
tiras se introdujeron en una mezcla de plas-
mas de donantes sanos con 1 ng/mL de
Troponina | cardiaca en forma de complejo
terciario (a) y otras, en una mezcla de plas-
mas de donantes sanos (b). El anticuerpo
policlonal se aplico en la solucién de Tris 10
mM, cloruro de sodio 150 mM pH 7,4.
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en la solucion que se aplicéd. Ese resultado
predice una posible estabilidad del AcM
19C7 de recubrimiento y del anticuerpo po-
liclonal en carnero a temperatura ambiente
durante 12 meses (20). La azida sodica a
0,02% interfiere en la estabilidad del AcM
de recubrimiento, pero cuando se afade
trehalosa 8% y Pluronic® 0,05% se bloquea
ese efecto. El conjugado CBTnl.16 con el
oro coloidal preparado en el laboratorio fue
estable a 60°C en los experimentos de esta-
bilidad térmica durante 4 dias en la al-
mohadilla del conjugado, cuando se le afia-
di6 albumina sérica bovina 5%, trehalosa
10%, Pluronic® 0,05% (Fig. 4b). Ese resulta-
do indica una posible estabilidad de ese
reactivo a temperatura ambiente durante
12 meses. En la Fig. 4b se muestra que en
algunas condiciones no se produjo el des-
prendimiento y la migracién del conjugado
de sus respectivas almohadillas a las con-
centraciones de los aditivos utilizadas. Los
demas experimentos de la prueba inmuno-

25°C
1234 5 678 910111213 1415161718

cromatografica elaborada en el laboratorio
para la deteccion de Tnl cardiaca se realiza-
ron con las condiciones en la que se logré
la estabilidad térmica de sus 3 componen-
tes principales. La estabilidad de las tiras
inmunocromatogréficas de Tnl cardiaca en-
sambladas completamente presentaron un
adecuado funcionamiento después de 40
dias a 37°C, lo cual sugiere una estabilidad
a tiempo real de 400 dias a temperatura de
20-25°C (21); o sea mayor de 12 meses.

Caracteristicas de ejecucion de la prueba
inmunocromatogréfica de Tnl cardiaca
Este ensayo no presentd reactividad
cruzada con la Tnl esquelética y reconoce a
la molécula libre y formando complejo ter-
nario con la troponina C y troponina T car-
diaca (Fig. 5). La Tnl cardiaca en el dafio
miocéardico es predominantemente liberada
en forma de complejo. La Tnl cardiaca en
forma libre es la de menor porcentaje de li-
beracion debido a que se encuentra en me-

60 °C
1 234 5678 910111213141516 1718

Fig. 4b. Estudio de la estabilidad térmica durante 4 dias del conjugado CBTnl.16-oro en la almohadilla
del conjugado a dos temperaturas: 25°C y 60°C. El conjugado se diluy6 en Tris 10 mM pH 8,5
con los siguientes aditivos: albimina bovina sérica 5%-sacarosa 10% y Pluronic® 0,05% (tiras
1, 2, 3), caseina 5 %-sacarosa 10%-Pluronic® 0,05% (tiras 4, 5, 6), PVP® k 90 3,8%- sacarosa 10
%-Pluronic® 0,05% (tiras 7, 8, 9), Viscarin® 0,8%-PVP® k 90 0,08 %-sacarosa 10% Pluronic®
0,05 % (tiras 10, 11, 12), albumina bovina sérica 5%-trehalosa 10%- Pluronic® 0,05% (tiras 13,
14, 15) y albumina bovina sérica 5%-sacarosa 10% y Pluronic® 0,05% (tiras 16, 17, 18). Las ti-
ras se analizaron en 3 concentraciones de Troponina | cardiaca en forma de complejo diluida
en una mezcla de plasmas de donantes sanos: 5 ng/mL (tiras 1, 4, 7, 10, 13 y 16), 1 ng/mL
(tiras 2, 5, 8, 11, 14y 17) y 0 ng/mL (tiras 3, 6, 9, 12, 15y 18).
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Fig. 5. Cardioespecificidad de la prueba inmu-
nocromatogréfica elaborada en el labo-
ratorio de deteccion de Troponina | car-
diaca en plasma. La prueba inmunocro-
matografica A) corresponde a 4 ng/mL
de Troponina | cardiaca en forma de
complejo terciario; la B), a la mezcla de
plasmas de donantes sanos y la C), a
100 ng/mL de Troponina | cardiaca na-
tural purificada. La Troponina | esquelé-
tica natural purificada se aplicé a 2000
ng/mL (D), 200 ng/mL (E) y 20 ng/mL
(F). Todos los analitos fueron diluidos
en una mezcla de plasmas de donantes
sanos.

nor proporcion en el equilibrio establecido
con las otras formas moleculares de la Tnl
cardiaca (complejo binario C-l y complejo
terciario C-T-I).

El inmunoensayo obtenido en el labo-
ratorio detecta 1 ng/mL 6 mayor de Tnl
cardiaca en forma de complejo terciario en
plasma debido a que la sefal de 0,5 ng/mL
no fue vista por los 3 observadores (Fig. 6).
No existio diferencia en el limite de detec-
cion de la Tnl cardiaca entre el inmunocro-

Sistemas inmunocromatograficos de
deteccion de Troponina | cardiaca

Fig. 6. Comparacioén del limite de deteccioén de
Troponina | cardiaca entre el sistema in-
munocromatografico preparado en el la-
boratorio y el Cardiac STATus™. Las co-
lumnas blancas corresponden a la con-
centracion de 0 ng/mL, las columnas
con puntos a 0,5 ng/mL, las columnas
con rayas verticales a 1 ng/mL, las co-
lumnas con rayas horizontales a 2
ng/mL y las columnas cuadriculadas a 4
ng/mL de Troponina | cardiaca en for-
ma de complejo terciario en una mezcla
de plasmas de donantes.

matografico elaborado en el laboratorio y el
comercial Cardiac STATusa . La sefial espe-
cifica del sistema inmunocromatogréafico
preparado en el laboratorio presenté mayor
area que el sistema inmunocromatografico
Cardiac STATus™, eso no significa que el
primero tenga mayor sensibilidad que el se-
gundo. La sefal del primer sistema es una
mancha semiredondeada méas ancha y la del
segundo sistema es una delgada linea.
Debido a que es un inmunoensayo de
doble sitio en un solo paso existe la posibi-
lidad de una saturacion de los sitios de
unién del anticuerpo conjugado al oro,
provocando que altas concentraciones de
Tnl cardiaca en forma de complejo tercia-
rio no sean detectadas (efecto prozona).
Ese efecto seria origen de falsos negativos.
Se aplicaron concentraciones mayores de
Tnl cardiaca en forma de complejo tercia-
rio hasta 300 ng/mL y se detect6 la sefial
especifica. Esas concentraciones afiadidas
de Tnl cardiaca en forma de complejo ter-
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percepcion visual
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Fig. 7. Percepcion visual en el tiempo de la se-
flal del sistema inmunocromatografico
preparado en el laboratorio a partir de
aplicada la mezcla de donantes sanos
con diferentes concentraciones de Tro-
ponina | cardiaca en forma de complejo
terciario. El nivel de percepcion visual 0
corresponde a una sefial no visible; el 1,
a una sefial débilmente visible; el 2, a
una sefal visible y el 3, a una sefial fuer-
temente visible. Las columnas blancas
corresponde al intervalo de concentra-
ciones de 0,9 a 1 ng/mL, las columnas
con puntos, de 2 a 3 ng/mL, las colum-
nas con rayas verticales, de 4-9 ng/mL y
las columnas cuadriculadas, de 75 a 300
ng/mL.

ciario a muestras de donantes sanos son
un 53% mayor al promedio de las concen-
traciones reportadas en el pico de libera-
cion de Tnl cardiaca en pacientes con 1AM
(22). A concentraciones mayores de Tnl
cardiaca en forma de complejo terciario se
observé la sefial mas rapidamente y mas
fuerte (Fig. 7). Esa rapidez de la sefial a
concentraciones superiores del analito tam-
bién sucedié en el experimento del limite
de deteccion de Tnl cardiaca con el inmu-
noensayo Cardiac STATus™ en las concen-
traciones analizadas.

Evaluacion clinica retrospectiva
de la prueba inmunocromatogréfica
de la Tnl cardiaca

Los 76 pacientes con IAM tuvieron un
promedio de edad de 59 afios (33-85 afios)
y un peso promedio de 69 Kg (49-85 KQ),
eran de ambos sexos, 31 de ellos recibieron
tratamiento trombolitico en un periodo de
30 minutos hasta 9 horas del inicio del do-
lor en el pecho. En la Tabla | se muestran
las caracteristicas clinicas fundamentales
de las muestras de pacientes con 1AM no-Q
e IAM Q, solamente se encontré una dife-
rencia significativa entre ellas. Las concen-
traciones de TGO fueron mayores en los pa-
cientes con IAM de tipo Q que no-Q. Las
complicaciones de los pacientes con sindro-
me coronario agudo encontradas fueron:
arritmias, hipotension arterial, insuficiencia
aguda coronaria, choque cardiogénico, au-
mento de la extension del infarto de mio-
cardio, edema agudo de pulmon, neumonia,
isquemia cerebral transitoria y muerte.

La Tabla Il muestra que la sensibilidad
clinica del ensayo inmunocromatogréfico
preparado en el laboratorio fue mayor que
el comercial en el intervalo de 6 h a 24 h de
inicio del dolor en el pecho donde se encon-
tré diferencias significativas. En los interva-
los de 25 h a 148 h se detect6 Tnl cardiaca
en los dos ensayos de manera similar. Tam-
bién ambos ensayos presentaron una sensi-
bilidad clinica para detectar IAM de tipo
no-Q de 70%. Todos los pacientes con 1AM
gue presentaron complicaciones en esos in-
tervalos de tiempo —17 pacientes con IAM
tipo Q y un paciente con IAM tipo no-Q-
fueron detectados en el inmunoensayo ela-
borado en el laboratorio. Mientras que el
ensayo comercial no detect6 sefial en uno
de los pacientes complicados con el 1AM
tipo Q. La diferencia entre los dos ensayos
en la deteccion de infarto de tipo Q en el
intervalo de 6 h a 24 h no influyo significa-
tivamente en la deteccion global de la ne-
crosis miocardica entre los dos sistemas.
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TABLA |
COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES
CON INFARTO AGUDO DEL MIOCARDIO (IAM) DE TIPO Q CON RESPECTO A LOS DE TIPO NO-Q

Caracteristicas Pacientes con Pacientes con
IAM de tipo Q IAM de tipo no-Q

NUmero de pacientes 66 10
Edad 59,0 (12) 58,8 (13)ns
Tiempo de inicio del dolor 46,7 (39) 40,2 (24)ns
% de pacientes complicados 28,8 (18-40) 20 (0 - 45)ns
(Intervalo de confianza al 95%)
Creatina quinasa 1296,4 (1590) 1591,0 (2155)ns
Isoforma MB de la creatina quinasa 27,9 (20) 21,2 (8)ns
Transaminasa Glutadmico Oxalacética 155,6 (170) 99,1 (63)*
Lactato deshidrogenasa 1293,1 (1147) 1033,2 (455)ns

Los datos representan la media aritmética (DS). ns: no significativo. * diferencia significativa para una p<0,05.

TABLA I
COMPARACION DE LA SENSIBILIDAD CLINICA DE DOS ENSAYOS INMUNOCROMATOGRAFICOS,
UNO ELABORADO EN EL LABORATORIO Y EL CARDIAC STATUS™ PARA LA DETECCION DE
TROPONINA | CARDIACA EN PACIENTES CON INFARTO AGUDO DEL MIOCARDIO (1AM)

Formas clinicas 1AM Q 1AM 1AM

Tiempos (h) desde o 5, 55 48  49.72 73-148 Subtotal M@
inicio del dolor en

pecho

Total de pacientes 17 15 12 10 44 10 54

Total de muestras 18 16 12 10 56 14 70

Ensayo del laboratorio 18 13 10 9 50 8 58
Muestras positivas 100 84,2 85,7 90,9 90,3 70* 85,4
Sensibilidad (%) (66-100) (66-100) (73-100) (82-98)  (46-94) (77-94)
(1C)

Cardiac STATus™ 15 13 10 9 47 8 55
Muestras positivas 85,7* 86,1 82,3
Sensibilidad (%) (69-100) (77-95) (73-91)
(1)

* diferencias significativas para una p<<0,05 entre los dos ensayos inmunocromatogréaficos o entre las dos formas
clinicas para un inmunoandlisis.  IC: intervalo de confianza al 95%.

En ambos sistemas inmunocromatograficos TGO entre los dos grupos de pacientes con
hubo una menor sensibilidad clinica para IAM. Aunque esa diferencia en la sensibili-
diagnosticar el IAM de tipo no-Q con res- dad clinica del CARDIAC STATusa no fue
pecto al 1AM de tipo Q, algo similar sucedi6 significativamente diferente para ambos
con los niveles de actividad enzimatica de la grupos de pacientes con IAM, si lo fue en la
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sensibilidad clinica del inmunocromatogra-
fico elaborado en el laboratorio y en la acti-
vidad enzimatica de la TGO. Los 3 falsos ne-
gativos en el inmunoensayo cualitativo co-
mercial tuvieron los 3 criterios de la OMS
para el diagndéstico del IAM; siendo positi-
vos para las enzimas CK y TGO. Uno de
ellos tuvo complicaciones clinicas con las
concentraciones de Tnl cardiaca detectadas
en un inmunoensayo que cuantifica la Tnl
cardiaca en plasma elaborado en el labora-
torio y los otros 2 presentaron valores nega-
tivos de Tnl cardiaca en ese inmunoensayo
cuantitativo. Cuando se aumento el tamafio
de la muestra a evaluar por el sistema in-
munocromatografico preparado en el labo-
ratorio a 113 plasmas, pertenecientes a 66
de pacientes con IAM de tipo Q; la sensibili-
dad clinica promedio de la prueba en los di-
ferentes intervalos de tiempos desde inicio
del dolor en el pecho para muestras de pa-
cientes con IAM de tipo Q aument6 a 95,8%
(con un intervalo de confianza al 95% de

92% a 99%). Se obtuvo una sensibilidad cli-
nica del 100% en el intervalo de 6 h a 24 h
de inicio del dolor en el pecho para 37 plas-
mas de 30 pacientes con IAM de tipo Q. La
sensibilidad clinica de este sistema inmuno-
cromatografico oscilé entre el 90,9% y el
95,4% en los intervalos de tiempos: 25-48 h,
49-72 h y 73-148 h, cuando el namero de
plasmas evaluados en esos 3 intervalos de
tiempos estuvo entre 21 y 35 de 16 a 33
pacientes con IAM de tipo Q.

En la Fig. 8 se muestra la comparacién
de las variables clinicas de los dos sistemas
inmunocromatogréaficos en el diagnéstico
de IAM para una muestra de 70 plasmas de
54 pacientes con IAM y 19 plasmas de igual
namero de donantes sanos. Se aumento el
namero de muestras a evaluar con el siste-
ma inmunocromatografico elaborado en el
laboratorio a 127 plasmas de 76 pacientes
con IAM y 50 plasmas de igual niamero de
donantes sanos. No se encontraron diferen-
cias significativas en las variables clinicas

100
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g
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o
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20
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Fig. 8. Comparacion de las variables clinicas entre los sistemas inmunocromatogréficos de un solo paso
para la deteccidn de Troponina | cardiaca Cardiac STATus™ (columnas blancas) con respecto al
preparado en el laboratorio (columnas con puntos) en el diagnostico de 70 plasmas de pacien-
tes con IAM y 19 plasmas de donantes sanos. Se presentan esas variables clinicas del sistema in-
munocromatogréfico elaborado en el laboratorio cuando se evaltan 127 muestras de plasmas de
pacientes con IAM y 50 plasmas de donantes sanos (columnas con rayas verticales). La abrevia-
tura SC corresponde a sensibilidad clinica; EC, especificidad clinica; VPP, valor predictivo positi-
vo; VPN, valor predictivo negativo y ED, eficiencia diagndstica. Las barras representan el interva-

lo de confianza al 95%.
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analizadas entre los dos sistemas inmuno-
cromatograficos. El ensayo comercial Car-
diac STATus™ presenté una especificidad
clinica de un 100% y el sistema inmunocro-
matografico realizado en el laboratorio,
90,4% debido a la presencia de 2 falsos posi-
tivos. Esos 2 falsos positivos se probaron en
el sistema inmunocromatogréfico elaborado
en el laboratorio con el conjugado
CBTnl.16-oro coloidal de 40 nm de Ted Pella
y no se elimind la sefial positiva. Sin embar-
go, esas dos muestras dieron negativas a Tnl
cardiaca cuando fueron evaluadas por el in-
munoanalisis de cuantificacion de Tnl car-
diaca elaborado en el laboratorio que usa los
mismos anticuerpos CBTnl.16 y 19C7-bioti-
nilado. Esos anticuerpos en ese inmunoana-
lisis enzimético cuantitativo de Tnl cardiaca
se incuban con el plasma al mismo tiempo.
Ambos sistemas inmunocromatogréaficos
presentaron un valor predictivo negativo
muy bajo con respecto a las demas variables
clinicas. El valor predictivo negativo para el
anélisis inmunocromatogréfico preparado en
el laboratorio fue 61,3% y para el Cardiac
STATus™ fue 55,9%. La eficiencia diagnosti-
ca para la prueba inmunocromatogréfica
preparada en el laboratorio fue 86,4% y para
el Cardiac STATus™: 85,6%. El valor predic-
tivo negativo aumento significativamente a
80,6% y la eficiencia diagnostica a 92,6% en
el inmunocromatografico preparado en el la-
boratorio cuando se aument6 el tamafio de
la muestra de la poblaciones de donantes sa-
nos y de los pacientes con 1AM y dentro de
esta Ultima, fundamentalmente aquella con
IAM de tipo Q. El inmunoandlisis preparado
en el laboratorio debe ser evaluado con un
namero de muestra mayor de pacientes con
IAM de tipo no-Q y de otras muestras repre-
sentativas de pacientes con angina inestable
aguda y pacientes con dolor en el pecho de
causa no cardiaca para profundizar en las
posibilidades de esta prueba répida de Tnl
cardiaca en el diagnostico de necrosis mio-
cardica.

DISCUSION

La ausencia de pasos de lavados y de
sustratos; la reduccion del tiempo total del
ensayo; la no necesidad del uso de equipa-
miento (agitadores de placas, incubadoras y
lectores electronicos de placas de ELISA) y
la realizacién de las incubaciones a tempe-
ratura ambiente (22-25°C) son algunas ca-
racteristicas que garantizan la obtencion de
los resultados de los ensayos inmunocroma-
tograficos de flujo lateral de un solo paso
para la deteccion de Tnl cardiaca en las
unidades de cuidados coronarios al lado del
paciente en un tiempo menor de 1 hora;
conjuntamente con la utilizacion de plasma
0 sangre total como matriz biologica. La
utilizacion del plasma en el inmunoensayo
elaborado en el laboratorio nos garantiza
una manipulacion maés rapida de la muestra
de sangre y un reporte mas rapido del resul-
tado que cuando se usa suero, a pesar que
en este ultimo caso las concentraciones de
Tnl cardiaca tienden a ser mayores.

Las existencias de falsos positivos en
los inmunoensayos de doble sitio pueden
ser debido a factores dependientes o no de
la muestra. Entre los factores no depen-
dientes de las muestras estan: los anticuer-
pos a utilizar no presenten reactividad cru-
zada con otro analito, el punto isoeléctrico
del anticuerpo de capturay el pH de funcio-
namiento del sistema, la concentracion del
anticuerpo de recubrimiento, el uso de un
preservativo inadecuado o el exceso de sales
en el recubrimiento, la calidad del coloide
de oro usado para conjugar, el conjugado
del AcM con el oro esté dafiado o reacciona
inespecificamente con el recubrimiento y la
ausencia de detergentes en el inmunoensa-
yo (23). Con respecto a los anticuerpos uti-
lizados en este ensayo no presentaron reac-
tividad cruzada cuando se afadieron con-
centraciones de Tnl esquelética que corres-
ponde a 10 000 veces las concentraciones
del limite de referencia normal de este ana-
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lito en sangre de donantes sanos y a 80 ve-
ces superior a la concentracion que se ha
reportado en pacientes con enfermedad
muscular degenerativa (24). Las demas fac-
tores fueron estudiados y una vez corregi-
dos influyeron en la eliminacion de algunos
falsos positivos en el ensayo rapido; excepto
dos que no fueron radicados ni con el con-
jugado del AcM con el oro coloidal de Ted
Pella. Entre los problemas de interferencia
dependiente del plasma estan: el detritus
de eritrocitos hemolizados en la extraccion
de sangre (25), la presencia de anticuerpos
anti-lgG de ratén o del factor reumatoide,
los restos de fibrina y los metabolitos, las
drogas y otras sustancias con reactividad
cruzada. La existencia del factor reumatoi-
de puede presentarse en la poblacion nor-
mal, donde la positividad del factor es de un
4% en menores de 60 afios y puede llegar a
un porcentaje mayor en personas que sobre-
pasen esa edad (26). La prevalencia de anti-
cuerpos anti-IgG de ratén en grupos de do-
nantes sanos ha sido reportado oscilar des-
de 0,72% para una muestra de 10 000 casos
a 76% para una muestra de 67 casos (27).
Las 2 muestras con resultados falsos positi-
vos no tuvieron signos visuales evidentes de
hemdlisis. Estos son elementos que deben
ser estudiados en detalle con el ensayo rapi-
do desarrollado en el laboratorio, ya que
pueden ser responsables de errores en el
diagnostico.

El tiempo de vida util de los sistemas
inmunocromatogréaficos depende sobretodo
de la estabilidad de las moléculas de anti-
cuerpos que tienden a ser inactivadas por
los cambios en la conformacion estructural
durante la deshidratacion y el almacena-
miento. En la prevencion de la inactivacion
de los anticuerpos se han utilizado algunos
estabilizantes como son: proteinas, suero
animal o humano, amino&cidos, azucares y
polimeros. En este trabajo usamos azucares
(sacarosa y trehalosa) y los polimeros esta-
bilizantes de enzimas (el PVP K 90®y el Vis-

carin®). La trehalosa fue el reactivo que
aportd mayor estabilidad. Se plantea que
cuando una proteina es deshidratada en
presencia de trehalosa, las moléculas de
agua unidas en la estructura proteica por
puentes de hidrogeno son evaporadas y los
sitios son reemplazados por el azicar man-
teniendo la conformacion estructural intac-
ta (28).

Ha sido descrita la posibilidad de que
la Tnl cardiaca en forma de complejo ter-
ciario disminuya las diferencias en los limi-
tes de deteccion o umbrales de corte entre
5 diferentes estuches comerciales de cuan-
tificacion de Tnl cardiaca que utilizan dife-
rentes patrones propios, que incluyen las
formas purificadas natural y recombinante
de la Tnl cardiaca libre o formando comple-
jo después de ser reconstituida in vitro con
la troponina T cardiaca y la troponina C
(29). En nuestro trabajo la Tnl cardiaca en
forma de complejo terciario como material
de calibracion eliminé la diferencia en los
limites de deteccion de los dos inmunoen-
sayos cualitativos utilizados. El limite de de-
teccion reportado para el ensayo comercial
de Spectral Diagnostic es ligeramente ma-
yor que el inmunoanalisis elaborado en el
laboratorio (1,5 ng/mL vs. 1 ng/mL).

Las concentraciones de Tnl cardiaca
determinadas a través de un inmunoensayo
cuantitativo con un limite de deteccion de
0,09 ng/mL en los periodos de 0 a4 h, de 5
allhyde 12 a 23 h después de la presen-
tacion del dolor en el pecho en los pacien-
tes con elevacion del segmento electrocar-
diogréafico ST (n= 60) no presentaron dife-
rencias significativas con una p > 0,5 con
respecto a los que no tuvieron elevados ese
segmento electrocardiografico (n= 29)
(30), aunque se observé una tendencia ha-
cia concentraciones de Tnl cardiaca mas
baja en el altimo grupo de pacientes. Para
los 2 sistemas inmunocromatogréaficos de
flujo lateral para la deteccidon de Tnl cardia-
ca con un limite de deteccion de 1 ng/mL
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del presente trabajo se encontré una mayor
sensibilidad clinica entre los pacientes con
el signo electrocardiografico de onda Q con
respecto a los pacientes sin ese signo elec-
trocardiogréafico. En uno de los sistemas in-
munocromatograficos esa diferencia en la
sensibilidad clinica entre los dos grupos de
pacientes con IAM fue significativa (p <
0,05) al igual que la actividad enzimatica
de la TGO. En este resultado puede haber
influido el umbral de corte de Tnl cardiaca
empleada (1 ng/mL y no 0,09 ng/mL) y el
pequefio tamafio de la muestra de los pa-
cientes con IAM no Q que no se pudo com-
parar con el otro grupo de pacientes en di-
ferentes intervalos de tiempo después del
inicio de los sintomas. Seria de interés la
determinacioén de las concentraciones de
las troponinas cardiacas (T o I) que pudie-
ran coexistir en los pacientes con IMA con
elevacion del segmento ST, IAM Q e IAM no
Q con vista a que las concentraciones de
esos analitos pudieran servir como una guia
en la implantacion del tratamiento trombo-
litico en los pacientes con sindrome coro-
nario agudo.

Los dos sistemas inmunocromatografi-
cos de un solo paso evaluados para la detec-
cion de Tnl cardiaca tuvieron una aparicion
de la sefial més rapida a medida que la con-
centracion de Tnl cardiaca en forma de
complejo en el plasma es mayor. Algunos
autores sugieren que esa informacién se
tenga en cuenta a la hora de valorar el pro-
nostico del paciente con sindrome corona-
rio agudo. La rapidez en que aparece la
mancha en la prueba es un elemento subje-
tivo en el que influye las condiciones de lec-
tura de la prueba (cuerpo de guardia con
mucho trabajo asistencial, realizacion si-
multénea de varias pruebas, las condiciones
de iluminacion, etcétera) y del personal que
realiza la lectura: las enfermeras de las uni-
dades de cuidados coronarios producen ma-
yor numero de falsos negativos que los téc-
nicas de laboratorio (31). Por otra parte, la

realizacion de la lectura de este tipo de
prueba con un fotdmetro como el utilizado
en este articulo aumentaria los costos en su
compra, el gasto de tiempo en los entrena-
mientos y en el mantenimiento y control de
la calidad de los instrumentos accesorios
con vista a garantizar su funcionamiento
confiable y la alta calidad de los resultados.
Se puede definir mejor la relacion costo
-beneficio de los analisis realizados al lado
de la cama del paciente de tipo cualitativo
con respecto a los analisis cuantitativos del
laboratorio central no sélo por la disminu-
cion de la estadia de los pacientes en los
hospitales (6) sino, que al establecer el
diagnostico urgente de esta entidad, se ayu-
da a la toma de decisiones con respecto a la
conducta terapéutica méas adecuada e inme-
diata para el paciente. Otro aspecto a tener
en cuenta al evaluar el beneficio de esta
magnitud bioquimica consiste en la limita-
cién que impone la Tnl cardiaca en el diag-
noéstico rapido de la necrosis en el sindrome
coronario agudo, porque se comienza a de-
tectar en plasma y suero a partir de las 3 h
si el umbral de corte es de 0,1 ng/mL y los
pacientes llegan como promedio a los hos-
pitales estudiados a las 2 h y 42 min, por lo
que el diagnéstico usando este marcador
cardioespecifico en los primeros momentos
puede ser negativo.

Se debe evaluar el impacto de este tipo
de anélisis realizables al lado de la cama del
paciente en la toma de decisiones médicas
y desde el punto de vista financiero a través
de estudios prospectivos, donde su intro-
duccidén se compara con las estrategias es-
tablecidas en el diagnostico bioquimico del
IAM en los laboratorios satélites presente
en las unidades de cuidados coronarios o in-
tensivos de los hospitales estudiados. Se
puede valorar si la Tnl cardiaca que es una
magnitud bioquimica cardioespecifica de
larga duracion en la sangre después de la
necrosis miocardica pudiera sustituir la lac-
tato deshidrogenasa y la TGO como enzi-
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mas no cardioespecificas de larga duracion.
La TGO se comienza a elevar desde las 8 a
12 h del inicio del dolor en el pecho, pre-
senta un pico a las 24 h y regresa al interva-
lo de referenciaalos 4y 7 dias (32) y la lac-
tato deshidrogenasa aparece desde las 8 a
12 h, presenta un pico a las 48 h y regresa
al intervalo de referencia entre los 6 y 10
dias (33). Asi como, se debe seleccionar el
umbral de corte para el diagnostico de esta
enfermedad en que la sensibilidad diagnés-
tica garantice detectar aquellos pacientes
con sindrome coronario agudo en la prime-
ras 24 h 6 48 h de evolucién que se puedan
complicar a corto y largo plazo y qué con-
centraciones de Tnl cardiaca pudieran estar
relacionada con una aceptada implantacion
del tratamiento trombolitico u otra medida
terapéutica.

Este articulo describe el desarrollo y la
evaluacion preliminar de una prueba inmu-
nocromatogréfica para la determinacién
cualitativa de Tnl cardiaca en muestras de
plasmas de pacientes con IAM con una nue-
va pareja de anticuerpos. Los dos sistemas
inmunocromatogréficos de un solo paso
para la deteccién de Tnl cardiaca usados en
este trabajo con un limite de deteccion si-
milar diagnostican bien una necrosis mio-
cardica cualitativamente importante, pero
no a pacientes con areas de necrosis mio-
cardica menor y signos electrocardiografi-
cos no concluyentes. Se debe continuar la
evaluacion del analisis de un solo paso desa-
rrollado en el laboratorio con otros grupos
de pacientes con dolor en el pecho de causa
cardiaca o no, qué sustancias pueden inter-
ferir en sus resultados y definir el limite de
deteccidén méas adecuado de Tnl cardiaca te-
niendo en cuenta las normas de diagnostico
de esta enfermedad en las salas de cardiolo-
gia y laboratorios de cuidados coronarios o
intensivos de las instituciones médicas se-
leccionadas para el estudio.
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