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1. RESUMEN

Introduccién: los sintomas gastrointestinales son un motivo de consulta frecuente en
los servicios de atencion primaria. La mayoria de estos pacientes no tienen ninguna
patologia relevante, pero en un intento de prevenir el cancer colorrectal (CRC), lesiones
precancerosas o enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) muchos de ellos se someten a
una colonoscopia. Los biomarcadores fecales se han propuesto como herramientas
diagndsticas utiles para este fin. Las pruebas fecales rapidas, que pueden ser
realizadas por los pacientes y dan resultados inmediatos, pueden ser una estrategia util
para determinar qué pacientes necesitan una intervencién rapida y también aquellos
que tienen bajo riesgo de patologia significativa.

Objetivos: evaluar la precision diagndstica de una prueba combinada de un solo paso
para la deteccidon simultdnea semicuantitativa de hemoglobina humana (hHb),
transferrina humana (hTf), calprotectina humana (hCp) y lactoferrina humana (hLf) en
muestras de heces de pacientes sintomaticos.

Métodos: se reclutaron de forma prospectiva pacientes sintomaticos derivados para la
realizacion de una colonoscopia, que entregaron una muestra de heces recogida antes
de la preparacion de la colonoscopia y una colonoscopia completa realizada en el
servicio de endoscopias del HCU Lozano Blesa de Zaragoza. Se llevé a cabo la prueba
CERTEST FOB + Transferrin + Calprotectin + Lactoferrrin® (Certest Biotec S. L,
Zaragoza, Espana), una técnica de inmunocromatografia para la deteccidon
semicuantitativa simultanea de hHb, hTf, hCp y hLf. La presencia de CCR, adenoma
avanzado (>10mm, displasia de alto grado), Ell, angiodisplasia y colitis microscépica se
consider6 patologia relevante. La sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
negativo para cada biomarcador y sus diferentes combinaciones se calcularon usando
ISPSS v 15.0.

Resultados: se incluyeron en el estudio 482 pacientes (251 — 52,1% mujeres, media
de edad 63 afos RIC 51,5-74,5). La indicacién mas frecuente para la realizacién de la
colonoscopia fue la rectorragia (128/482 26,6%), seguida de la diarrea cronica (99/482-
20,5%), dolor abdominal (85/482-17,6%) y anemia/ferropenia (79/482-16,4%). Las
solicitudes de colonoscopia procedian en su mayor parte de atencion primaria (315/482
— 65,4%) y de las consultas externas de Digestivo (117/482 - 24,3%). Se encontro
patologia relevante en 115 pacientes (115/482-23,9%) de los cuales 24 tenian CCR
(24/482-5%). Se diagnostico Ell en 14/482 pacientes (2,9%). La precision diagnostica



de hHb, hTf, hCp y hLf para la patologia coldnica relevante se resume en la tabla 1.

162/482 pacientes tuvieron resultados negativos de los 4 biomarcadores. 151 pacientes

de estos 162 no mostraron patologia relevante (VPN 93,2%). De los 11 pacientes con

patologia dentro de este grupo 9 fueron adenomas avanzados y 2 colitis microscépicas,
por lo que no quedod sin diagnosticar ningun CCR ni Ell (VPN 100%). 29/482 (6%)
pacientes tuvieron los 4 biomarcadores positivos, 13/29 (44,8%) fueron diagnosticados
de CCRYy 7/29 (24,1%) de EIll (VPP 68,9% para CCR+EII).

Test | Test negativo | Test Positivo | VPP | VPN | Sensibilidad | Especificidad
hHb 362 120 57.5% | 87.3% 60% 86.1%
hCp 183 299 33.1% | 91.2% 86.1% 45.5%
hTf 380 102 47% | 82.4% 41.7% 85.3%
hLf 417 65 53.8% | 80.8% 30% 91.8%

Conclusiones: el test rapido combo
diagndstica util y rapida para evitar colonoscopias innecesarias y para priorizar aquellos

pacientes considerados de alto riesgo.

semicuantitativo puede ser una herramienta




Introduction: Gastrointestinal symptoms are a common reason for patients to
consult primary care physicians. Most of these patients have no relevant pathology,
but in an effort not to miss colorectal cancer (CRC), precancerous lesions or
inflammatory bowel disease (IBD) many of them undergo colonoscopy. Faecal
biomarkers have been proposed as useful diagnostic tools in this setting. Quick
faecal tests, which can be performed by patients and give immediate results, may be
a useful strategy to determine which patients need rapid investigation and also the
ones who have low risk of significant pathology.

Aims: To evaluate the diagnostic accuracy of a one-step combo card test for the
simultaneous semi-qualitative detection of human haemoglobin (hHb), human
transferrin (hTf), human calprotectin (hCp) and human lactoferrin (hLf) in stool
samples of symptomatic patients.

Methods: Symptomatic patients referred for colonoscopy, who returned stool
samples and completed colonic examinations, were prospectively recruited.
CERTEST FOB+Transferrin+Calprotectin+Lactoferrrin® (Certest Biotec S.L,
Zaragoza, Spain), a coloured chromatographic inmmunoasay for the simultaneous
semi-qualitative detection of hHb, hTf, hCp and hLf, was performed.
CRC, advanced adenoma (>10mm, >3 adenomas, villous component, high grade
dysplasia), IBD, angiodisplasia and microscopic colitis were considered as relevant
pathology. Positive and negative predictive values (PPV, NPV), sensitivity and
specificity for each marker and for the different combinations were calculated using
SPSS v 15.0.

Results: 482 patients (251 — 52.1% female, median age 63 years, IQR: 51.5-74.5)
were included. The most frequent indications for colonoscopy were recent history of
rectal bleeding (128/482, 26.6%), chronic diarrhea (99/482 -20.5%), abdominal pain
(85/482 — 17.6%), and anemialiron deficiency (79/482 — 16.4%). Colonoscopies were
mainly requested by primary care level (315/482 — 65.4%), and by Gastroenterology
outpatient’s clinics (117/482—-24.3%). Relevant pathology was found in 115/482
(23.9%) patients. CRC was diagnosed in 24/482 (5%) patients. IBD was detected in
14/482 (2.9%) patients. Diagnostic accuracy of hHb, hTf, hCp and hLf for relevant
colonic pathology are summarized in Table 1. 162/482 (33.6%) patients had negative
results of all 4 biomarkers. 151/162 colonoscopies of this group have no relevant
pathology (NPV 93.2%). These 11 patients with pathology were 9 advanced

adenomas and two microscopic colitis, so no case of CRC or IBD would have been



potentially missed (NPV 100%). 29/482 (6%) patients had all 4 biomarkers positive,
13/29 (44.8%) were diagnosed with CRC and 7/29 (24.1%) with IBD (PPV 68.9% for
CRC + IBD).

Test | Negative test | Positive test | PPV | NPV | Sensitivity | Specificity
hHb 362 120 57.5% | 87.3% 60% 86.1%
hCp 183 299 33.1% | 91.2% | 86.1% 45.5%
hTf 380 102 47% |82.4% | 41.7% 85.3%
hLf 417 65 53.8% | 80.8% 30% 91.8%

Conclusion: this semi-quantitative rapid self-made faecal combo test may be a
useful and quick diagnostic tool to avoid unnecessary colonoscopies and to prioritize

high risk symptomatic patients.



2. INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) supone el tercer tipo de cancer mas frecuente en hombres
y el segundo en mujeres y la segunda causa de muerte por cancer en el mundo (1). En
Europa supone aproximadamente 200,000 muertes al ano.

La gran mayoria de los casos de CCR tienen lugar en poblacién de 50 afios o mas. En
ocasiones se manifiesta en forma de sintomas gastrointestinales, pero en muchos otros
casos se detecta en pacientes asintomaticos ya sea en el marco de programas de
cribado poblacional o como un hallazgo casual. Estos sintomas representan un motivo

de consulta muy frecuente tanto en atencidon primaria como en atencién especializada.

Los sintomas mas frecuentes asociados al cancer colorrectal son la rectorragia, el
cambio en los habitos deposicionales y el dolor abdominal (2). La mayoria de los
pacientes que solicitan atencién medica por estos motivos no presentan patologia
relevante (3), sin embargo, se ha producido un aumento de las solicitudes de
colonoscopia puesto que ésta ha demostrado ser un método eficaz para el diagndstico
de practicamente toda la patologia colorrectal (4). A pesar de ello hay que tener en
cuenta que es una prueba cara, con un tiempo de espera considerable y que presenta
una significativa, aunque baja, tasa de complicaciones (5). Por esta razén resulta
imprescindible realizar un uso racional de los recursos disponibles mediante la
aplicacién de guias clinicas que permitan estandarizar las indicaciones de colonoscopia

(6) y priorizar aquellas exploraciones que revelen patologia grave.

Varios estudios tratan de establecer ante qué sintomas se debe realizar colonoscopia
u otras pruebas invasivas. El Instituto Nacional de la Excelencia para la Salud y Atencion
del Reino Unido (National Institute for Health an Care Excelllence, NICE), en su guia de
practica clinica acerca de sospecha clinica de cancer, recoge los sintomas que deben
obligar a realizar un estudio diagndstico completo de forma precoz para los distintos
tipos de cancer. Respecto al CRC, enumera los siguientes supuestos, con el objetivo
de identificar hasta el 90% de pacientes con esta patologia (7):
Deben ser valorados en menos de dos semanas:

- Pacientes de 40 afnos o mas con dolor abdominal y pérdida de peso no explicada.

- Pacientes de 50 afios o mas con rectorragia aislada.



- Pacientes de 60 anos o mas con anemia ferropénica o cambios en el ritmo
deposicional.
Se debe considerar valoracion en menos de dos semanas en:
- Adultos que presentan masa abdominal o rectal en la exploracion.
- Adultos de menos de 50 afios con rectorragia junto con dolor abdominal, cambio

en el ritmo deposicional, pérdida de peso o anemia ferropénica.

En pacientes que presentan sintomas gastrointestinales, pero no cumplen los criterios
anteriores, se recomienda realizar test de sangre oculta en heces seguida de
colonoscopia si éste es positivo. Se trata de un subgrupo de pacientes en los que la
edad junto con la clinica que presentan hace que el riesgo de padecer CRC sea bajo,
por lo que el empleo de este test permite, si es negativo, no realizar mas exploraciones.
Asi mismo, establecen como punto de corte recomendado 10 pgr/gr de hemoglobina en

heces. Asi pues, deberia realizarse un test de sangre oculta en heces en pacientes:

- De 50 anos o0 mas con dolor abdominal o pérdida de peso.
- Menores de 60 afios con cambio en el ritmo deposicional o anemia ferropénica.

- De 60 afos 0 mas con anemia no ferropénica.

Sin embargo, una meta-analisis de 2010 refleja que estos sintomas son malos
predictores de patologia neoplasica, siendo unicamente la pérdida de peso el que
mostraba una alta especificidad (89%), aunque con baja sensibilidad. Sélo un 10% de

los pacientes remitidos en base a estos criterios fueron diagnosticados de CRC (3).

El principal determinante del pronéstico vital es la extensién tumoral en el momento del
diagndstico (8), lo que ha centrado los esfuerzos en los ultimos anos en el diagnostico
precoz mediante los programas de cribado. De esta manera, a pesar de producirse un
aumento de la incidencia del CCR durante los ultimos afios, se ha observado una

disminucién de las muertes relacionadas con el mismo en toda Europa (8).

Esta demostrado que el cribado con SOH reduce tanto la incidencia como la mortalidad
por CCR (9) pero la implantacién sistematica del programa de screening en la mayoria
de los paises de Europa y el empleo de este test como método para descartar patologia
colorrectal ha conllevado un aumento significativo de las indicaciones para la realizacién

de colonoscopias (10).



Sin embargo, aproximadamente el 80% de las personas sintomaticas que se realizan
la exploracién no presentan patologia grave (11) por lo que podria resultar de gran
utilidad la implantacion de un método mas especifico que permita discernir qué
pacientes presentan mayor riesgo de patologia significativa y por tanto deben
someterse realmente a una colonoscopia.

La SOH ha sido ya estudiada para valoracion de pacientes sintomaticos. Un estudio
multicéntrico espafiol, publicado en el afio 2014 (12), analizé el rendimiento diagndstico
de la SOH en 787 pacientes sintomaticos a los que se le realizd colonoscopia,
comparandolos con la presencia en estos pacientes de los criterios NICE o SIGN
(Scaottish Intercollegiate Guidelines Network). Concluyen que la sangre oculta en heces
tiene mayor sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de CCR que los criterios
NICE y SIGN. La SOH obtuvo unos valores de sensibilidad y especificidad de 87.6% y
77.4% para CCR, y el valor predictivo negativo (VPN) de esta prueba para CCR o
neoplasia avanzada (que fue definida como CCR o adenoma avanzado) fue del 97.8%
y 90.8%, respectivamente, de tal forma que el presentar un resultado negativo permite
descartar con un amplio margen de seguridad esta patologia. El area bajo la curva ROC
de la SOH para el diagnéstico de CCR fue de 0.88 (95%CI 0.84-0.92), siendo el
rendimiento diagnéstico significativamente mejor que el de los criterios NICE y SIGN
(area bajo la curva ROC 0.63 y 0.62). En este estudio, se empled un test de sangre
oculta en heces inmunoldgico cuantitativo (OC Sensor®), con un punto de corte de 20
Ma/gr, elegido al ser el punto de corte mas frecuentemente empleado en los programas
de cribado poblacional y del que mas datos acerca del rendimiento diagnéstico se
disponian. Posteriormente a este estudio, en las actualizaciones de las guias NICE de
2015(13) y 2017(14), se incluyd la sangre oculta en heces inmunoldgica cuantitativa
para el estudio de pacientes sintomaticos que no cumplen criterios de derivacion
precoz, aunque con un punto de corte menor (10 pg/gr).

La calprotectina es una proteina presente en el citoplasma de los neutrdfilos
polimorfonucleares, monocitos y macréfagos, tradicionalmente empleada como
marcador y monitorizacién de actividad de la enfermedad inflamatoria intestinal (15) con
una gran sensibilidad y especificidad para diferenciar la Ell de otros trastornos
gastrointestinales como el sindrome del intestino irritable (16) y para la monitorizacion
de la actividad de la Ell. Se ha observado que en procesos inflamatorios, infecciosos o
neoplasicos sus niveles en plasma aumentan aproximadamente entre 8 y 40 veces. Su

concentracion en heces es unas 6 veces mayor que en plasma y es facilmente



detectable ya que se elimina intacta en ellas. Su valor como marcador de CCR y
adenoma en poblacién sintomatica estd menos establecido. En un estudio publicado en
2016 se analizé6 la calprotectina en 654 pacientes con sintomas de alarma para CCR
(Segun los criterios NICE) mostrando que, con un punto de corte de 50pg/g, esta
determinacién presentaba un valor predictivo negativo para CCR del 98,6% y del 97,2%
si se consideraban los pdlipos > 10mm aunque con una especificidad baja (35.2% vy
36.4%), y un gran numero de falsos positivos (17).

La combinacion de la determinaciéon de SOH y calprotectina parece no ofrecer ventajas
frente a la determinacion aislada de la SOH. En varios estudios, la SOH se ha mostrado
lo suficientemente sensible como para excluir el CCR, sin que el valor de calprotectina
fecal aumente el rendimiento diagndstico (11,16), condicionando ademas un aumento
en la tasa de falsos positivos. Sin embargo, en estos estudios se utiliz6 como punto de
corte para SOH cualquier valor detectable por lo que su sensibilidad y valores
predictivos negativos fueron considerablemente altos.

En base a estos datos, ambos marcadores fecales parecen de utilidad para el
diagndstico de patologia colorrectal en pacientes sintomaticos, siendo la CF algo mas
sensible que la SOH para la deteccion de CCR o adenoma avanzado, aunque con
menor especificidad.

La lactoferrina es una proteina con gran afinidad por el hierro similar a la calprotectina
fecal en tanto que deriva de los neutréfilos y tiene propiedades antimicrobianas. La
lactoferrina se libera con la activacion y la degranulacién de los neutrdfilos y es
resistente a la protedlisis en heces (18) y ha demostrado correlacionarse con la
presencia y la actividad de la enfermedad inflamatoria intestinal (15). Del mismo modo,
la determinacién combinada de lactoferrina junto con calprotectina en heces ha
demostrado una mayor sensibilidad y especificidad para el diagndstico y seguimiento
de Ell que la determinacion por separado de cada una de ellas (19).

La transferrina es una proteina transportadora del hierro en sangre que puede llegar al
tracto gastrointestinal y eliminarse en las heces especialmente en patologia asociadas
a sangrado digestivo. Es una proteina estable en heces y un buen marcador para
detectar sangrado digestivo tanto alto como bajo (20).

En base a toda esta evidencia disponible, planteamos la posibilidad de realizar la
determinaciéon simultanea de estos cuatro parametros en pacientes a los que se les ha

solicitado una colonoscopia por presentar sintomas gastrointestinales en nuestra area



de salud, independientemente de la edad y el tipo de sintoma, con el objetivo de
relacionar los resultados del test rapido combo con el resultado de la colonoscopia.

El test rapido combo en heces realiza, por tanto, la determinacién simultanea de estos
cuatro parametros (SOH, calprotectina, transferrina y lactoferrina) para tratar de
aumentar la especificidad en el diagndstico de patologia colorrectal. Es una técnica de
inmunocromatografia en un solo paso que realiza mediciones semicuantitativas y

simultaneas de las cuatro proteinas. La duracién total del test es de 10 minutos.

10



3. OBJETIVOS

Hipétesis principal: la combinacion de sangre oculta en heces, calprotectina fecal,

lactoferrina y transferrina podria ser una estrategia eficaz para reducir colonoscopias

sin patologia significativa en pacientes sintomaticos.

Objetivo principal: Evaluar y comparar el rendimiento de la combinacién de SOH, CF,

lactoferrina y transferrina frente a los cuatro test por separado en pacientes sintomaticos

remitidos para colonoscopia.

Objetivos secundarios:

1.

11

Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo
de la calprotectina fecal para el diagndstico de patologia colorrectal significativa
en pacientes sintomaticos.

Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo
de la sangre oculta en heces inmunoldgica para el diagndstico de patologia
colorrectal significativa en pacientes sintomaticos.

Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo
de la lactoferrina para el diagndéstico de patologia colorrectal significativa en
pacientes sintomaticos

Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo
de transferrina para el diagnostico de patologia colorrectal significativa en
pacientes sintomaticos

Determinar la prevalencia de patologia colorrectal significativa en pacientes

sintomaticos sometidos a colonoscopia en nuestro medio.



4. MATERIAL Y METODOS

Estudio observacional, prospectivo, descriptivo en pacientes sintomaticos derivados
para la realizacion de una colonoscopia diagndstica en la Unidad de Endoscopias
Digestivas del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa (Zaragoza). Los criterios de
inclusion fueron los siguientes:
- Pacientes derivados para una colonoscopia diagndstica por sintomas
- Procedentes de atencidon primaria o especializada (Aparato digestivo u otra
especialidad)
- Mayores de 18 afos
- Colonoscopia completa realizada en el servicio de Endoscopias digestivas del
HCU
- Muestra de heces disponible

- Consentimiento informado firmado

Se excluyeron aquellos pacientes en los que la colonoscopia fue indicada por otros
motivos distintos a la presencia de sintomas gastrointestinales, tales como el cribado
de CCR, seguimiento de adenomas, poliposis, seguimiento de enfermedad inflamatoria
intestinal y seguimiento de CCR previamente diagnosticado. Asi mismo se excluyeron
los pacientes que no tuvieran una muestra de heces disponible o que fuera insuficiente
y los que se negaron a participar en el estudio.

Los pacientes incluidos fueron contactados por via telefénica aproximadamente una
semana antes de la realizacion de la colonoscopia para ser informados sobre el estudio
y, si accedian a participar, solicitarles que trajeran una muestra de heces el mismo dia
de la realizacién de la prueba, recogida antes de iniciar la preparacién para la misma.
Se les explico cdmo recoger la muestra en un envase universal de recogida de heces y
se les indicé que lo mantuvieran refrigerado a 4°C hasta la recogida de éste. Si accedian
a participar en el estudio, el dia de la realizacion de la colonoscopia, antes de realizarla,
se volvia a explicar el estudio y si aceptaban participar, se procedia a la firma del
consentimiento informado por escrito.

El andlisis de las muestras se realiz6 en el Centro de Investigacion Biomédica de
Aragén. Para la realizacion del Test Rapido Combo se utilizé el dispositivo Certest. De
la muestra de heces entregada por el paciente el dia de realizacién de la colonoscopia,
se recoge una alicuota con el contenedor apropiado y posteriormente se conserva en

frio (2-8°C), maximo durante 7 dias, hasta el momento de utilizarlas. Para la preparacién
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de la muestra se debe abrir el tubo para dilucidon de muestra y tomar suficiente cantidad
de las heces recogidas. Para ello se introducira el hisopo una sola vez en 4 zonas
distintas de la muestra, tomando una considerable cantidad de heces y posteriormente
se introducira en el tubo para dilucién.

Para procesar la muestra, se agita el tubo para dilucién para asegurar una buena
dispersiéon. Se emplea el test CerTest® FOB+Transferrin+Calprotectin+Lactoferrin de la
siguiente manera: Tomar el tubo para dilucion de muestra, cortar la punta del tapén,
usando el mismo tubo cada vez, anadir 4 gotas del liquido en la ventana circular
marcada con la letra A (SOH), afiadir 4 gotas en la ventana circular marcada con la letra
B (Transferrina), anadir 4 gotas en la ventana circular marcada con la letra C
(Calprotectina) y afadir 4 gotas en la ventana circular marcada con la letra D
(Lactoferrina), evitando afiadir particulas sélidas con el liquido. A continuacion, leer el
resultado a los 10 minutos.

Los resultados se interpretaran de manera semi-cuantitativa, de forma que, en la
ventana de resultados del test, la linea se tehira de rojo en caso de ser positivo para
cada proteina, y otra linea de control se tefiira de verde si el test se ha realizado
correctamente (volumen de muestra suficiente, procedimiento adecuado). Se empled
un punto de corte de 50ug/gr para la calprotectina fecal, 10ug/gr para la lactoferrina,
5,1ug/gr para la hemoglobina y 0,4ug/gr para la transferrina. La representacion grafica

del test se muestra en el anexo 1.

En cuanto a los hallazgos endoscépicos, se tuvieron en cuenta las siguientes variables:

- Pdlipos (si/no): en caso de haberlos, definimos el numero de pdlipos, tamario del
mas grande en milimetros, y tipo histolégico (hiperplasicos o adenomas).

- Adenomas (si/no): recogiendo su histologia (tubular, tubulo-velloso, velloso,
adenocarcinoma invasivo, serrado, mixto, otros), grado de displasia (alto grado,
bajo grado) y clasificacion de Haggitt (0,1, 2, 3, 4) en caso de tratarse de
adenocarcinoma invasivo sobre adenoma. Estratificaremos su riesgo en bajo,
intermedio o alto, basandonos en los indicadores de las guias europeas de
prevencion de CCR:

e Bajo riesgo: 1-2 adenomas, de histologia tubular, con un tamafo menor
de 10mm y displasia de bajo grado.

e Riesgo intermedio: presencia de al menos un adenoma con un tamafo

mayor o igual a 10mm pero menor de 20mm, o componente velloso en la
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histologia o displasia de alto grado. También tres 0 mas adenomas, pero
menos de diez.

e Alto riesgo: al menos un adenoma mayor o igual a 20mm, o presencia de
diez 0 mas adenomas.

- Adenoma avanzado (si/no): presencia de adenomas de riesgo intermedio u alto.
Se define como adenoma avanzado a aquel que cumple cualquiera de los
siguientes criterios: mayor o igual a 10mm, histologia con componente velloso o
displasia de alto grado, 3 0 mas adenomas.

- Carcinoma in situ (si/no): presencia de un adenoma con displasia de alto grado
pero sin invasion de la submucosa en la histologia.

- Cancer (si/no): presencia de una masa neoplasica en la colonoscopia que
histologicamente invade la submucosa.

- Otros hallazgos:

e Patologia inflamatoria (si/no): dentro de esta definimos el tipo
(diverticulitis, colitis u otra), y en el caso de tratarse de colitis, el subtipo
(Ulcerosa, Crohn, Isquémica o Indeterminada).

e Colitis Microscopica (si/no): colonoscopias macroscopicamente sin
alteraciones, pero con Anatomia Patolégica diagnodstica de Colitis
Microscopica.

e Angiodisplasias (si/no): presencia de angiodisplasias en la mucosa
explorada.

e Diverticulosis no complicada (si/no): presencia de diverticulos sin signos

de inflamacioén.

Consideramos como patologia significativa la presencia de cancer colorrectal, adenoma
avanzado (=3 adenomas, cualquier adenoma =10mm, adenoma velloso 0 adenoma con
alto grado de displasia), enfermedad inflamatoria intestinal, diverticulitis aguda, colitis
microscoépica y angiodisplasia. Todos estos diagnédsticos fueron confirmados mediante
la histologia. Los adenomas <10mm se incluyeron en el analisis final, pero no fueron
considerados como patologia relevante puesto que el riesgo de desarrollar CCR es

considerablemente bajo (21).

Asi mismo, también se recogieron variables sociodemograficas tales como el sexo, la

edad, la toma de medicacion concomitante (AAS, otros antiagregantes AINES,
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anticoagulantes dicumarinicos o nuevos antiagregantes) y valores de hemoglobina y
hematocrito mas recientes (limite maximo de un afo).

En cuanto al analisis estadistico, los valores de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo negativo y valor predictivo positivo para SOH, calprotectina, lactoferrina,
transferrina y combinacién de los cuatro test se han calculado a partir de las tablas de
contingencia con “Patologia colénica relevante” como variable de contraste.

Para calcular las areas bajo la curva ROC (AuROC), los respectivos IC 95% y para
posteriormente comparar las diferentes AUROC de SOH, Calprotectina y combinacion
de ambos test se ha utilizado el programa estadistico SPSS v 15.00

Consideraciones éticas: En el desarrollo del estudio se ha respetado la autonomia del
paciente mediante la firma del consentimiento informado asi como su confidencialidad,
prescindiendo de datos personales y llevando a cabo la identificacion mediante un
cédigo disociado. El Protocolo de este estudio ha sido aprobado por el CEIC Aragén
(CEICA).

Los riesgos a los que se encuentran sometidos los participantes son inexistentes; ya
qgue en ningun momento se les privara de los examenes complementarios ni de ningun
tratamiento que, a juicio del médico que los atienda, sean necesarios. Debido a la

ausencia de estos riesgos, no es necesario utilizar métodos para minimizarlos.
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5. RESULTADOS

1. Caracteristicas de la muestra

Se incluyeron en el estudio 482 pacientes de los cuales 251 (52,1%) fueron mujeres y

231 (47,9%) hombres, con una edad media de 63 afios (Rango intercuartilico 51.5 —

74.5). De estos pacientes, el 8,3% consumia AINES de forma regular, el 13,7% AAS y

el 2,7% sintrom.

La indicacién mas frecuente para la realizacion de la colonoscopia fue la rectorragia

(26,6%) seguido de la diarrea cronica (20,4%). Otras indicaciones fueron, por orden de

frecuencia, dolor abdominal, anemia/ferropenia, cambio del ritmo deposicional,

sindrome constitucional y otros sintomas. La indicacién procedia en su mayor parte de

atencion primaria (65,4%). Las caracteristicas basales de la poblacién quedan

recogidas en la Tabla 1

Sexo Mujeres 251 (52,1%)
Hombres 231 (47,9%)
Edad 63 (51,5 — 74,5)
Servicio Atencion Primaria 315 (65,4%)
peticionario Consulta Digestivo 117 (24,3%)
Cirugia General 32 (6,6%)
Otros 18 (3,7%)
Farmacos AINES 37 (8,3%)
AAS 66 (13,7%)
Anticoagulantes dicumarinicos 13 (2.7%)
Otros anticoagulantes 14 (2,9%)
Otros antiagregantes 14 (2.9%)
Indicacién Rectorragia 128 (26,6%)

Diarrea cronica

99 (20,4%)

Dolor abdominal

85 (17.6%)

Anemia/ferropenia

79 (15,8%)

Cambio ritmo deposicional

76 (12.3%)

Sindrome constitucional

11 (2,3%)

Otros

4 (0.8%)

Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacién a estudio.
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2. Resultados de las pruebas diagnésticas

En cuanto a los resultados de las colonoscopias realizadas llama la atencién que el
76,1% de las colonoscopias no objetivaron patologia colorrectal significativa. El 57,5%
fueron rigurosamente normales, mientras que se diagnosticaron 24 casos de CCR, 57
adenomas avanzados, 16 casos de patologia inflamatoria (14 Ell y 2 Diverticulitis
agudas) y 6 de colitis microscépica. El hallazgo endoscépico mas frecuente fue la

presencia de adenomas, tanto avanzados como no avanzados. Los hallazgos de todas

las colonoscopias realizadas se exponen en la siguiente tabla.

Patologia colorrectal | CCR 24 5%
significativa ADENOMA AVANZADO 57 11,8%
PATOLOGIA INFLAMATORIA 16 2,9%
ANGIODISPLASIA 12 2,5%
COLITIS MICROSCOPICA 6 1,2%
Total 115 23,4%
No Patologia NORMAL 277 57,5%
colorrectal ADENOMA NO AVANZADO 52 10,8%
significativa . .
POLIPO HIPERPLASICO 38 7.9%
Total 367 76,1%

Tabla 2. Resultados colonoscopias

3. Rendimiento diagnéstico de los marcadores fecales

A continuacion, se representan las tablas de contingencia de SOH, CF, lactoferrina y
transferrina y su combinacion para el diagnostico de patologia colorrectal significativa.
A partir de las mismas se ha calculado la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo. Asi mismo se expresan también estos mismos

valores para la combinacion de cada uno de los marcadores.
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a) Sangre oculta en heces

NO PATOLOGIA SiPATOLOGIA TOTAL
NEGATIVO ‘ 316 46 362
POSITIVO ‘ 51 69 120
TOTAL ‘ 367 115 482
Sensibilidad: 60%
Especificidad: 86,1%
Valor predictivo positivo: 57,5%
Valor predictivo negativo: 87,3%
b) Calprotectina
NO PATOLOGIA SiPATOLOGIA TOTAL
NEGATIVO 167 16 183
POSITIVO 200 99 299
TOTAL 367 115 482
Sensibilidad: 86,1%
Especificidad: 45,5%
Valor predictivo positivo: 33,1%
Valor predictivo negativo: 91,2%
c) Transferrina
NO PATOLOGIA SiPATOLOGIA TOTAL
NEGATIVO 313 67 380
POSITIVO 54 48 102
TOTAL 367 115 482

Sensibilidad: 41,7%

Especificidad: 85,3%
Valor predictivo positivo: 47%
Valor predictivo negativo: 82,4%
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d) Lactoferrina

NO PATOLOGIA SIPATOLOGIA TOTAL

NEGATIVO \ 337 80 417
POSITIVO \ 30 35 65
TOTAL \ 367 115 482

Sensibilidad: 30%
Especificidad: 91,8%

Valor predictivo positivo: 53,8%
Valor predictivo negativo: 80,8%

Los diferentes valores de VPP, VPN, sensibilidad y especificidad para cada prueba
quedan resumidos en la siguiente tabla:

TEST TEST TEST VPP VPN SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
NEGATIVO POSITIVO
HHB 362 120 57.5% 87.3% 60% 86.1%
HCP 183 299 33.1% 91.2% 86.1% 45.5%
HTF 380 102 47% 82.4% 41.7% 85.3%
HLF 417 65 53.8% 80.8% 30% 91.8%

Al analizar estas mismas variables en funcion del numero de parametros que los
pacientes tuvieran positivos obtuvimos los siguientes resultados:

a) Ningun test positivo

NO PATOLOGIA Si PATOLOGIA TOTAL

NEGATIVOS 151 11 162
POSITIVOS 216 104 320
TOTAL 367 115 482

Sensibilidad: 90,4%
Especificidad: 41,1%

Valor predictivo negativo: 93,2%
Valor predictivo positivo: 32,5%
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b) 1 test positivo

NO PATOLOGIA Si PATOLOGIA TOTAL
NEGATIVOS 232 87 319
POSITIVOS 135 28 163
TOTAL 367 115 482
Sensibilidad: 24,3%
Especificidad: 63,2%
Valor predictivo positivo: 17,1%
Valor predictivo negativo: 72,7%
c) 2 test positivos
NO PATOLOGIA S| PATOLOGIA TOTAL
NEGATIVOS ‘ 318 85 403
POSITIVOS ‘ 49 30 79
TOTAL ‘ 367 115 482
Sensibilidad: 26%
Especificidad: 86,6%
Valor predictivo positivo: 37,7%
Valor predictivo negativo: 78,9%
d) 3 test positivos
NO PATOLOGIA S| PATOLOGIA TOTAL
NEGATIVOS 340 93 433
POSITIVOS 27 22 49
TOTAL 367 115 482

Sensibilidad: 19,1%
Especificidad: 92,6%

Valor predictivo positivo: 44,8%
Valor predictivo negativo: 78,5%
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e) Todos los test positivos

NO PATOLOGIA  SIPATOLOGIA TOTAL
NEGATIVOS 362 91 453
POSITIVOS 5 24 29
TOTAL 367 115 482

Sensibilidad: 20,8%
Especificidad: 98,6%

Valor predictivo positivo: 82,7%
Valor predictivo negativo: 78,1%

4. Comparacion de las curvas ROC

Realizamos la comparacion del area bajo la curva ROC para cada una de las pruebas
por separado y para la combinacion de las 4, obteniendo los siguientes resultados: el
area bajo la curva ROC para patologia colorrectal significativa fue de 0,731 (IC 95%
0,673-0,788) para la SOH, 0,635 (IC 95% 0,573-0,697) para la transferrina, 0,658 (IC
95% 0,605-0,711) para la calprotectina, 0,611 (IC 95% 0,548-0,675) para la lactoferrina
y 0,774 (1IC 95% 0,724-0,824) para la combinacion de los cuatro parametros.
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Figura 1. Curvas ROC de SOH, CF, lactoferrina y transferrina y su combinacion.
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6. DISCUSION

Analizando el rendimiento diagndstico de todos los test, en nuestra poblacién la
combinacion de SOH, CF, Transferrina y Lactoferrina muestra un rendimiento
superior para la deteccion de patologia colorrectal significativa que cualquiera de los
4 test por separado.162 pacientes (33,6%) tuvieron resultados negativos para los 4
biomarcadores; 151 colonoscopias dentro de este grupo no presentaron patologia
relevante, lo que supone un VPN del 93,2% para la combinacién de las 4
determinaciones. Ademas, de los 11 pacientes que resultaron negativos y si
mostraban patologia, 9 fueron adenomas avanzados y 2 colitis microscépica, no
encontrandose ningun caso de CCR ni Ell, lo que supone un VPN del 100% para
CCR y Ell. Por otro lado, de los 29 pacientes que obtuvieron un resultado positivo
en los 4 test, 24 presentaban alteraciones graves en la colonoscopia, lo que ademas

otorga a la prueba un VPP del 82,7% y una especificidad del 98,6%.

151 sanos
4 test Negativos ‘
n=162 ‘ 9 Adenomas
Test rapido 11 FN 2 Coljti;
combo microscopicas
4 test Positivos 24 patologia 13 CCR
n=29 relevante 7 EIl

Es importante sefalar que, de estos 29 pacientes con 4 test positivos, 13 fueron
diagnosticados de CCR y 7 de Ell, por lo que, de aplicar este test en la practica
clinica, estos casos deberian realizarse una colonoscopia de manera muy preferente
o urgente.

En cuanto a la SOH, método utilizado actualmente para el cribado de CCR, 362
pacientes obtuvieron un resultado negativo (75,1%) de los cuales 316 no mostraban
patologia relevante en la colonoscopia, o que supone un VPN del 87,3%. En esta
misma prueba, 120 pacientes obtuvieron un resultado positivo (24,8%) de los cuales

sélo 69 tenian alteraciones graves en la colonoscopia, con un VPP del 57,5%. Por
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lo tanto, analizando el rendimiento diagndstico del test rapido combo, éste muestra
un rendimiento excelente para la deteccion de patologia colorrectal puesto que,
segun los resultado obtenidos, un valor negativo del test rapido combo en nuestra
poblacién tiene una probabilidad del 100% de descartar CCR y EEI.

Cabe destacar también la capacidad de la calprotectina fecal para diagnosticar CCR
(todos los paciente diagnosticados de CCR obtuvieron resultados positivos de CF,
frente a los 3 casos que obtuvieron un falso negativo en la SOH), adenomas
avanzados (45 casos positivos frente a los 19 que se habrian diagnosticado
empleando la SOH) y Ell (como era esperable, los 14 casos de Ell diagnosticados
dieron positivo en la CF, mientras que la SOH fue negativa en 3 de estos casos).
Asi mismo, la lactoferrina ha demostrado ser una herramienta util para descartar
patologia colorrectal significativa puesto que de los 367 pacientes que resultaron
negativos, 337 no mostraban ninguna alteracién, lo que otorga a esta prueba una
especificidad del 91,8%.

Es también un dato destacable que el 76,1% de las colonoscopias realizadas no
presentaran patologia significativa ya que este dato es similar al de los estudios
previamente citados (7,12, 13). En la situacién actual, en la que la implementacion
de programas de cribado poblacional esta suponiendo un aumento de la carga de
trabajo en las unidades de endoscopias, el hecho de que tantas colonoscopias
realizadas a pacientes sintomaticos sean normales remarca la necesidad de
implementar estrategias para reducir estas colonoscopias sin hallazgos, y la
determinacién de estos marcadores fecales no invasivos, en vista de los resultados
obtenidos, podria ser una opcién razonable.

Asi mismo, debemos concluir que, aunque los marcadores fecales han demostrado
ser muy utiles para descartar patologia significativa, no pueden sustituir al juicio
clinico, y, sila sospecha clinica es alta pese a tener marcadores negativos, se puede
optar o por repetir periodicamente estas determinaciones no invasivas o por realizar
colonoscopia.

Por lo tanto y analizando los resultados obtenidos en este estudio, concluimos que
el empleo de esta estrategia permite reducir el numero de colonoscopias normales
y priorizar aquellas en las que es mas probable encontrar patologia significativa, lo
que supondria una disminucién de los riesgos derivados de esta prueba y un

desahogo de las unidades de endoscopia digestiva.
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7. CONCLUSIONES

La combinacién de sangre oculta en heces, calprotectina fecal, lactoferrina y
transferrina presenta mayor rendimiento diagndstico para patologia colorrectal
significativa que cada test por separado en pacientes sintomaticos.

Realizar el test rapido Combo en pacientes sintomaticos previamente a solicitar
la colonoscopia parece una estrategia eficaz,, permitiendo evitar colonoscopias
sin patologia significativa, asi como los costes y complicaciones derivados de las
mismas. Asi mismo, permite priorizar colonoscopias de pacientes con sintomas
y alto riesgo de presentar patologia relevante.

La determinacion de calprotectina fecal es el método aislado con mayor
sensibilidad en pacientes sintomaticos.

La determinacion de lactoferrina fecal es el método aislado con mayor

especificidad en pacientes sintomaticos.
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9. ANEXOS

Anexo 1: representacion grafica del test rapido
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Anexo 2: ejemplo de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Yo, (nombre y apellidos)......oouuiiiii e con DNI
e Afirmo que he entendido toda la informacion que se me ha indicado.
e Aseguro que he podido hacer preguntas sobre el estudio.
® Que he recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He sido también informado/a de que mis datos personales seran protegidos e incluidos en un
fichero que debera estar sometido a y con las garantias de la ley 15/1999 de 13 de diciembre.

Y que he hablado con el Dr:  Hijos/Velamazan/Sostres
Una vez que he comprendido todos estos conceptos, acepto participar y considero que mi
participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
e (Cuando quiera
e Sin tener que dar explicaciones
e Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos posteriores

Por todo ello, OTORGO de forma totalmente voluntaria mi CONSENTIMIENTO para
e Participar en el estudio titulado: “CALPROTECTINA, SANGRE OCULTA EN
HECES O SU COMBINACION EN EL DIAGNOSTICO DE PATOLOGIA
COLICA: ANALISIS CLINICO Y FARMACOECONOMICO”
e Analisis de mis heces
e Recogida de datos sociodemograficos, antropométricos y de salud de mi historia clinica
e Recibir una copia de este consentimiento informado

Al finalizar el estudio deseo ser informada de los resultados obtenidos:

Sio NOo

Fecha: ......... [ociiinnnn. [ociiiiiiiinins

Firma del participante, Firma del investigador
DNI del participante DNI del investigado
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Anexo 3: Autorizacion CEIC Aragon

;. nforme Dicta F ble
GOBIERNO ol ey
==DE ARAGON R —
m«; hs-:d.:a 22 de diciembre de 2014

Dfia. Maria Gonzélez Hinjos, Secretaria del CEIC Aragén (CEICA)
CERTIFICA

19, Que el CEIC Aragbn (CEICA) en su reunion del dia 22/12/2014, Acta N* 21/2014 ha evaluado la propuesta del
investigador referida al estudio:

Titulo: Calprotectina, sangre oculta en heces o su combinacién en el diagnéstico de patologia célica:
anélisis clinico y farmacoeconémico.

Investigador Principal: Fernando Gomollén Garcia. HCU Lozano Blesa

Versién protocolo: 22/12/ 2014
Versidn hoja de informacién para los padres y consentimiento informado: 22/12/2014

20, Considera que

- El proyecto se plantea sigulendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica y su
realizacién es pertinente,

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacién prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios dispenibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

30, Por lo que este CEIC emite DICTAMEN FAVORABLE a la realizacion del proyecto.

Lo que firmo en Zaragoza, a 22 de diciembre de 2014

&=l
- Difa: Maria, Gonzéalez Hinjos
ia del CEIC Aragén (CEICA)
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