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Introduccion

La endoscopia digestiva estd evolucionando de forma exponencial durante los ultimos afios.
Cada vez se realizan técnicas mas largas y complejas, solventando con éxito patologias que hasta
hace unos pocos afos precisaban de intervenciones quirdrgicas mas agresivas. Asi mismo, la
puesta en marcha de los programas de cribado poblacional de cancer colorrectal (CCR), entre
otros factores, ha hecho que el volumen de endoscopias a realizar en la mayoria de los hospitales
esté aumentando progresivamente.

Este aumento tanto en la demanda endoscépica como en su complejidad (que implica un mayor
consumo de recursos humanos y tiempo) hace replantearse el funcionamiento de las unidades
de endoscopias digestivas. Actualmente, como desarrollaremos punto por punto mas adelante,
un gran porcentaje de colonoscopias realizadas por cualquier indicacién son normales o
detectan hallazgos con escasa relevancia. Parece que el futuro de la endoscopia digestiva
deberia dirigirse a seleccionar adecuadamente los pacientes a los que realizar estas
intervenciones, centrando los esfuerzos en aquellos que precisan una actuacion terapéutica, y
evitando en la medida de lo posible pruebas invasivas innecesarias. Pero actualmente, estamos
lejos de este objetivo.

Existen potenciales marcadores no invasivos novedosos en vias de investigacién, que quiza en
el futuro nos ayuden a lograr este objetivo. Sin embargo, en esta tesis doctoral, hemos analizado
el rendimiento diagndstico de marcadores ya disponibles en la practica diaria para intentar
disefar estrategias que permitan minimizar estas colonoscopias normales y seleccionar
adecuadamente pacientes de mayor riesgo, que serian aplicables de forma inmediata y con un
bajo coste. En la situacidn actual en la que la pandemia por COVID-19 ha supuesto un reto para
los sistemas sanitarios incluyendo las unidades de endoscopias digestivas, reduciendo de forma
drastica durante un periodo prolongado el volumen de endoscopias realizadas, estas estrategias
basadas en marcadores no invasivos todavia cobran una mayor relevancia y urgencia.

1. Sangre oculta en heces

1.1 Cribado de céncer colorrectal: evolucion histérica y situacion actual

El CCR es actualmente el tercer tumor mas frecuentemente diagnosticado en el mundo (tras el
cancer de mama y pulmadn), y el segundo que mas mortalidad condiciona, sélo superado por el
de pulmdn. En 2020, se estima que se detectaron unos 1.9 millones de casos nuevos y fue
responsable de unos 935.000 fallecimientos, lo que supone aproximadamente 1 de cada 10
muertes por cancer en el mundo (1).

La mayoria de CCR son tumores de lento crecimiento, desarrollandose a partir de lesiones
precursoras (adenomas o pdlipos serrados de colon) en un proceso que suele durar unos 10-15
anos. Esto abre una ventana temporal para ser detectado mediante programas de cribado en
fases iniciales o como lesiones precursoras (2). El cribado poblacional de CCR esta firmemente

recomendado en la poblacidn de riesgo medio, es decir, hombres y mujeres de 50 a 75 afios
asintomaticos y sin factores de riesgo de CCR adicionales: historia personal o familiar de CCR o

adenomas de colon, enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) o sindromes genéticos con mayor
riesgo de CCR (3). La edad a la que debe iniciarse el cribado se ha puesto recientemente en duda,
tras la publicacidén de las ultimas recomendaciones de las sociedades cientificas de Estados



Unidos, que recomiendan su inicio a los 45 afios (4), lo que todavia acarrearia un mayor volumen
de endoscopias a realizar.

Se debe mencionar que el CCR es el Unico cancer en el que ensayos clinicos aleatorizados han
demostrado que el cribado disminuye tanto la incidencia como la mortalidad especifica por este
tumor (Tabla 1) (5), siendo una estrategia coste-efectiva (6). El punto mads controvertido del
cribado de CCR es que hasta la fecha no ha demostrado disminuir la mortalidad global. Aunque
un metaanadlisis incluyendo los datos de los ensayos clinicos basados en cribado con
sigmoidoscopia realizado en 2017 asegura que esta intervencion si que se asocia a un descenso
en la mortalidad global (riesgo relativo —RR 0,975, intervalo de confianza— 1C 95% 0,959 — 0,992)
(7), este dato no se ha confirmado en andlisis previos de estos mismos estudios. Por lo tanto,
con los datos disponibles hasta la fecha, ninguna estrategia de cribado de CCR ha demostrado
firmemente disminuir la mortalidad global (3).

Tabla 1. Efecto del cribado en la incidencia y mortalidad por CCR

Prueba de cribado Fuentes de JIncidencia J/Mortalidad J{ Mortalidad

evidencia CCR CCR global
Marcadores fecales
Sangre oculta en heces Ensayos clinicos No

) 17 -20% 9-22%

(guayaco) aleatorizados demostrado
Sangre oculta en heces Estudios )
. . . 10% 22-62% Desconocido
inmunoldégica observacionales

Visualizacion directa

. . . . Ensayos clinicos
Sigmoidoscopia flexible . 17 -23% 22-31% 2-4%
aleatorizados

) Estudios )
Colonoscopia . 40 - 69% 29 - 88% Desconocido
observacionales

Modificado de Ladabaum U et al, datos de 2020 (5).

A los datos presentados en esta tabla deben afadirse los resultados de un ensayo clinico
publicado en octubre de 2022, que por primera vez compard la colonoscopia como prueba de
cribado frente a no realizar cribado alguno, incluyendo mas de 80.000 participantes seguidos
durante 10 afos. Sus resultados fueron sorprendentes y en cierta medida, decepcionantes.
Aunque la incidencia de CCR fue menor en el grupo de cribado (RR 0,82, IC 95% 0,70 — 0,93), no
se demostraron diferencias ni en la mortalidad por CCR (RR 0,90, IC 95% 0,64 — 1,16) ni en la
mortalidad global (RR 0.99, IC 95% 0,96 — 1,04) (8). Estos resultados posiblemente estén en
relacién con una baja tasa de participacién (42% en el grupo de cribado), que se trata de un
factor clave para asegurar el éxito de los programas de cribado. Ademads, en un 29% de los
endoscopistas participantes en este estudio la tasa de deteccién de adenomas (TDA) estuvo por
debajo del minimo recomendado de 25%, lo que se relaciona directamente con la incidencia y
mortalidad futura por CCR (9). Una mayor tasa de participacion es una de las potenciales
ventajas del cribado de CCR mediante marcadores fecales. En este sentido, hay varios estudios
en marcha comparando el cribado con colonoscopia frente a sangre oculta en heces
inmunoldgica (SOHi): el estudio espafiol COLONPREV (10), el estudio americano CONFIRM (11)
y el estudio sueco SCREESCO (12). Sus resultados finales, que se espera se publiquen
proximamente, arrojaran luz acerca del verdadero alcance del cribado de CCR vy las diferencias
entre ambas estrategias. En los resultados ya publicados de sus primeras rondas, la participacion
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fue mayor en la poblacién a la que se ofrecié cribado mediante SOHi: 34,2% vs 24,6% en el
estudio COLONPREV (10), 55,5% vs 35,1% en el estudio SCREESCO (12).

Aunque, como se ha mencionado, existen varias estrategias con las que se ha planteado realizar
el cribado de CCR, la inmensa mayoria de los programas de cribado poblacional a nivel mundial
se basan en la prueba de SOHi (13). Los datos mas sélidos respecto a la reduccién de incidencia
y mortalidad de CCR (Tabla 1) se basan en estudios realizados utilizando test de sangre oculta
en heces mediante el método del guayaco (SOHg), una deteccién quimica de hemoglobina en
heces basada en la actividad pseudoperoxidasa del grupo hemo. Esta prueba requiere la toma
de 3 muestras de heces, una dieta especifica (evitando carnes rojas, citricos) y evitar ciertos
farmacos como los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y los suplementos de vitamina C
(3). La SOHi, que detecta la hemoglobina mediante métodos inmunolégicos basados en
anticuerpos antiglobina humana, ha reemplazado a la SOHg en la inmensa mayoria de los
sistemas sanitarios mundiales, en todas sus indicaciones. Presenta multiples ventajas respecto
a la SOHg: no requiere restricciones dietéticas ni de farmacos, es suficiente una sola muestra, y
ofrece resultados cuantitativos permitiendo adecuar el punto de corte a los recursos
endoscdpicos existentes. Estas ventajas hacen que la tasa de adherencia al cribado poblacional
de CCR basado en SOHi sea mayor que en SOHg (14, 15). Adicionalmente, el rendimiento
diagndstico de la SOHi es superior al de la SOHg. Una revision sistematica Cochrane publicada
en 2022, analizando los resultados de 63 estudios, concluyd que la principal ventaja de la SOHi
sobre SOHg era una mayor sensibilidad (Tabla 2) (16).

Tabla 2. Rendimiento diagndstico de SOHi en comparacidon con SOHg en programas de cribado.

Patologia Test Estudios (participantes) Sensibilidad (IC 95%) Especificidad (IC 95%)
Neoplasia SOHg 11 (17.622) 15% (12 — 20) 94% (92 — 96)
avanzada SOHi 16 (49.981) 33 % (27 - 40) 93% (90 — 95)
CCR SOHg 9 (17.340) 39% (25 -55) 94% (91 — 96)
SOHi 13 (42.335) 76% (57 — 88) 94% (87 —97)

Neoplasia avanzada considera CCR o adenoma avanzado (tamafio > 10mm, > 25% de
componente velloso o displasia de alto grado).

El rendimiento diagndstico de la SOHi esta calculado con un punto de corte de 10 pgr/gr.
Modificado de Grobbee et al (16).

Por todo ello, la mayoria de los programas de cribado poblacional de CCR estan basados en la
SOHi (4). El punto de corte mas utilizado es de 20 pgr/gr, que demostré en un metaanalisis tener
una sensibilidad de 75% y especificidad de 95% para CCR, siendo estos valores de 25% y 95%
para adenomas avanzados (17). Sin embargo, en algunos paises como Holanda el punto de corte
tuvo que incrementarse hasta 47 pgr/gr para adecuar la demanda de endoscopias generada por

el programa de cribado a la disponibilidad de recursos endoscdpicos, lo que esta suponiendo un

auténtico reto para muchos sistemas sanitarios publicos a nivel mundial. En Escocia e Irlanda
también se optd por incrementar este punto de corte (18, 19).

Uno de los indicadores de calidad de la colonoscopia es TDA, definida como el porcentaje de
pacientes en los que se detecta al menos un adenoma. En colonoscopias de cribado poblacional,
las sociedades cientificas recomiendan una TDA de al menos un 25% (20% en mujeres, 30% en
hombres) (4, 20). En programas de cribado basados en SOHi, aunque hay menor consenso, la
tasa de deteccién de adenomas recomendada es todavia mayor (35% en mujeres y 45% en
hombres) (21). En este sentido, un metaanalisis publicado en 2022 analizando 34 estudios que
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incluyeron mas de 6 millones de participantes de programas de cribado poblacional basados en
SOHi de todo el mundo confirmd que la tasa de deteccidon de adenomas fue del 47,8% (58,3%
en hombres y 41,9% en mujeres). En 25,3% de las endoscopias se detectaron adenomas
avanzados y en un 5,1% se detectd CCR (22). Otra forma de interpretar estos datos, aunque
positivos, es que aproximadamente la mitad de las colonoscopias realizadas actualmente en

programas de cribado basados en SOHi son normales (no se detectan adenomas ni CCR). Por

tanto, seria interesante estudiar estrategias para intentar reducir al minimo estas colonoscopias
normales en los programas de cribado sin dejar de diagnosticar casos de patologia relevante.
Este es uno de los objetivos de la tesis.

1.2 Evaluacidn de pacientes sintomaticos

Ademas del cribado poblacional de CCR, la otra indicacién validada de la SOHi es la evaluacion
de pacientes con sintomas gastrointestinales. Estos sintomas son un motivo de consulta
extremadamente frecuente tanto en atencion primaria como en consultas de aparato digestivo
y otras especialidades. Su correlacion con la presencia de patologia relevante es baja, siendo la
mayoria de las colonoscopias realizadas para estudio de sintomas gastrointestinales normales
(23-25).

Estas colonoscopias innecesarias acarrean un aumento en la sobrecarga de las unidades de
endoscopias y de costes al sistema sanitario, asi como incomodidad y riesgo de complicaciones
para los pacientes. Para intentar reducir todo esto al minimo, las sociedades cientificas han
elaborado documentos de consenso estableciendo las indicaciones adecuadas de colonoscopia,
definidas como aquellas en las que los potenciales beneficios superan claramente a los riesgos
(20, 26). En un metaanalisis publicado en 2020 incluyendo unas 20.000 colonoscopias, la
adecuacion de las solicitudes a estas indicaciones se asocioé a una mayor deteccién de patologia
relevante (34% vs 18% en indicaciones que no seguian estas guias), CCR (7% vs 2%) y Ell (6% vs
4%) (27). Llama la atencidn que pese a cefiirse a las indicaciones bien establecidas, en mas del
60% de estas exploraciones no se detectd patologia relevante.

Un metaanalisis publicado en 2022 (incluyendo 15 estudios y mas de 28.000 pacientes) analizd
el rendimiento diagndstico de la SOHi en pacientes sintomaticos, concluyendo que este
marcador tiene una buena sensibilidad para el diagnéstico de CCR en esta poblacién (Tabla 3),
con un valor predictivo negativo (VPN) superior al 99% en la mayoria de los estudios incluidos
(28). En base a la evidencia disponible las guias de practica clinica vigentes recomiendan el uso
de la SOHi para evaluar pacientes con sintomas gastrointestinales, con un punto de corte de 10

ugr/gr (3, 29).

Tabla 3. Rendimiento diagndstico de SOHi en pacientes sintomaticos

Patologia Punto de corte Sensibilidad (IC 95%) Especificidad (IC 95%)
Neoplasia 10 pgr/gr 68,4% (64,2 — 72,3) 81,1% (77,2 — 84,5)
avanzada 20 pgr/gr 57,2% (44,5 -69,1) 87,9% (82,1 —-92,0)
CCR 10 pgr/gr 88,7% (85,2 —91,4) 80,5% (75,3 — 84,8)
20 pgr/gr 83,6% (70,8 —91,5) 82,8% (75,3 — 88,3)

Modificado de Saw et al (28).
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La SOHi también ha demostrado utilidad en pacientes con sintomas considerados de alto riesgo
de CCR. Inicialmente, la SOHi se recomendd Unicamente en pacientes sintomaticos de bajo
riesgo, es decir, aquellos que no cumplian criterios de derivacién urgente a atencién
especializada / colonoscopia de las guias NICE (masa abdominal, anemia ferropénica en > 60
afos, cambio en el ritmo deposicional en > 60 anos, dolor abdominal asociado a pérdida de peso,
rectorragia > 50 afios) (3). Un estudio multicéntrico publicado en 2020 (estudio NICE-FIT),
realizado en 50 hospitales del Reino Unido e incluyendo mds de 9.000 pacientes con sintomas
de alto riesgo, analizé el rendimiento diagndstico de la SOHi en esta poblacién. Nuevamente, el
porcentaje de colonoscopias normales fue alto: tan solo un 11,9% de los pacientes se detectd
patologia significativa, definida como CCR (3,3%), adenoma de alto riesgo (4,3% - definido por
el comité del estudio como adenoma = 10mm con displasia, cualquier pdlipo con displasia de
alto grado, pdlipos serrados en colon derecho > 10mm) o Ell (4,3%). La SOHi demostré tener
buena sensibilidad y VPN, junto a una capacidad para detectar pacientes de muy alto riesgo si
se utilizaba un punto de corte alto: 1 de cada 3 pacientes con SOHi > 150 pgr/gr fueron
diagnosticados de CCR (Tabla 4) (30). Posteriormente a este estudio, en otro metaanalisis
publicado en 2022 que analizd el rendimiento diagndstico estratificado por sintomas, la SOHi
con un punto de corte de 10 pgr/gr demostrd una sensibilidad y especificidad para diagndstico
de CCR de 88,7% vy 78,5% en pacientes con sintomas de alto riesgo, siendo estos valores de 88,7%
y 88,5% en pacientes con sintomas de bajo riesgo. Por tanto, este marcador parece tener un
rendimiento diagndstico similar en pacientes con sintomas de bajo o alto riesgo (31).

Tabla 4. Rendimiento diagndstico de SOHi en pacientes con sintomas de alto riesgo (criterios

NICE)

Patologia Puntode Positividad Sensibilidad Especificidad VPP VPN
corte (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
CCR 2 ugr/gr 37,2 % 97% 64,9% 8,7% 99,8%
(94,5-98,5) (63,9-165,8) (7,8-9,7) (99,7-99,9)
10 ugr/gr 19 % 90,9% 83,5% 16,1% 99,6%
(87,2-93,8) (82,8-84,3) (14,4-17,8) (99,5-99,7)
150 pgr/gr 7,6 % 70,8% 94,6% 31,1% 98,9%
(65,6 —75,7) (94,1-95,0) (27,8-34,6) (98,7-99,1)
Patologia 2 ugr/gr 37,2 % 77,1% 68,2% 24,8% 95,6%
significativa (74,6 -79,5) (67,2-69,2) (23,4-26,3) (95,1-96,1)
10 pgr/gr 19 % 62,6% 87% 39,6% 94,5%
(59,8-65,4) (86,3-87,7) (37,4-41,8) (93,9-95,0)
150 pgr/gr 7,6 % 41% 96,9% 64,5% 92,4%

(38,2-43)9)

(96,5 — 97,3)

(60,9 — 67,9)

(91,8 -92,9)

Patologia significativa: CCR + adenoma de alto riesgo + Ell
VPP: valor predictivo positivo
Modificado de D’Souza et al (30)

Pese a esta indicacion ampliamente validada y establecida en la prdctica clinica de la SOHi, la
evaluacion de sintomas gastrointestinales sigue siendo una indicacion muy frecuente de
colonoscopia, siendo muchas de estas exploraciones normales, contribuyendo notablemente a
la sobrecarga de los servicios de endoscopias digestivas. En este sentido, en un estudio
observacional realizado en 2020 por nuestro equipo de investigacidén, el porcentaje de
colonoscopias sin hallazgos fue mayor en pacientes sintomaticos evaluados mediante SOHi que
en poblacién de cribado de CCR (Tabla 5) (32).
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Tabla 5. Hallazgos de colonoscopias en pacientes de cribado y sintomaticos con SOHi positiva

s Gl calEEse e Grupo de cribado Grupo sintomdtico
n=1515 n=1227
Normal 577 (38,1%) 677 (55,2%)
Adenoma 872 (57,5%) 409 (33,3%)
CCR 66 (4,4%) 141 (11,5%)

Datos de pacientes del Hospital Clinico de Zaragoza 2014-16, publicados en 2019. Todos los
pacientes tenian una SOHi positiva previa con punto de corte de 20 ugr/gr.
Modificado de Navarro M, Hijos G et al (32).

Por tanto, a pesar de la demostrada eficacia de la SOHi en esta poblacion, parece que esta
estrategia es insuficiente para seleccionar adecuadamente pacientes con sintomas que no se
van a beneficiar de una colonoscopia, siendo mds de la mitad de estas exploraciones normales
en nuestro medio, pese a que utilizamos un punto de corte mas alto del recomendado por las
guias (32). Uno de los objetivos de esta tesis es explorar el rendimiento diagndstico de combinar
la SOHi con otros marcadores en pacientes sintomaticos para intentar optimizar las indicaciones
de colonoscopia en esta poblacién.

2. Calprotectina fecal

2.1 Diagndstico v seguimiento de enfermedad inflamatoria intestinal

La calprotectina fecal (CF) es una proteina fijadora de calcio con actividad proinflamatoria. Se
trata de la principal proteina citosdlica de los neutrdfilos, estando presente también en
monocitos y macréfagos activados. Su concentracion en heces se correlaciona con la presencia
de neutrdfilos en la luz intestinal, siendo un buen marcador indirecto de inflamacién intestinal
(33). Actualmente, es un marcador ampliamente usado en el diagndstico y seguimiento de
pacientes con Ell, con utilidad tanto para apoyar el diagndstico diferencial entre patologia
funcional e Ell, como para predecir la actividad endoscdpica, la respuesta al tratamiento vy el
riesgo de recidiva en pacientes con Ell establecida (34).

La Ell agrupa a una serie de trastornos, principalmente la colitis ulcerosa (CU) y enfermedad de
Crohn (EC), de causa desconocida, aunque asociadas a una respuesta inmune desmesurada, y
con un curso crénico y una evolucién dificil de predecir que suele cursar en brotes. Afectan con
frecuencia a pacientes jévenes, y el método de eleccién tanto para su diagndstico como para
evaluar su actividad en colon e ileon distal es la colonoscopia. La presencia de sintomas
gastrointestinales es frecuente en pacientes con Ell y no siempre se correlaciona con actividad
inflamatoria objetivada endoscdpicamente (35, 36). No obstante, dado que la ausencia de
inflamacidn (curacién mucosa) se relaciona con un mejor prondstico a largo plazo de estas
enfermedades, en muchas ocasiones es necesario realizar colonoscopias para evaluar si la
presencia de sintomas se asocia a actividad inflamatoria real. En este sentido, dado que la
prevalencia de estas enfermedades esta en aumento, cada vez hay mas alternativas terapéuticas
y mantener la curacion mucosa debe ser el objetivo final en todos los pacientes, marcadores no
invasivos fiables para detectar inflamacién activa son necesarios: para asegurar un seguimiento
preciso, pero también comodo y seguro para el paciente, y sin condicionar una sobrecarga
innecesaria en las unidades de endoscopias digestivas (37).
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En pacientes con Ell establecida, segln las recomendaciones STRIDE-II, que marcan los objetivos
terapéuticos en estos pacientes, valores de CF < 150 pgr/gr se correlacionan con una baja
probabilidad de actividad endoscépica, mientras que un resultado > 250 ugr/gr debe hacer
sospechar presencia de inflamacidn activa. Los resultados intermedios suponen una “zona gris”
gue debe valorarse en conjunto con otros datos clinicos y analiticos, asi como en el contexto
evolutivo del paciente (38). En cualquier caso, la interpretacién de este marcador es compleja,
y se deben tener en cuenta multiples factores, pudiendo su punto de corte variar en funcién de
la situacién clinica (Tabla 6).

Tabla 6. Interpretacion de la CF en diferentes escenarios clinicos en pacientes con Ell establecida

Situacion clinica Punto corte, Interpretacion
pgr/gr
Prediccién de actividad 250 Valores mayores se asocian a actividad
endoscdpica en CU endoscopica evidente
150 Valores inferiores se asocian a ausencia de
actividad endoscdpica e histoldgica.
Prediccién de actividad 250 Valores mayores se asocian a actividad
endoscdpica en EC endoscopica cdlica o ileocdlica
150 Valores mayores se asocian a actividad
endoscépica exclusivamente ileal
Prediccién de recurrencia 100 Valores menores hacen muy improbable la
posquirurgica en EC recurrencia endoscopica
Respuesta al tratamiento 150 Valores menores tras la induccion (semana 8-
de induccién 12) hacen probable la remisidon endoscépica
Prediccién de la recidiva 150 Valores repetidamente menores hacen
improbable la recidiva en los 3 meses siguientes

Modificado de (34).

Respecto a la evaluacion inicial de pacientes sintomaticos, las guias de practica clinica NICE
recomiendan su uso en pacientes con sintomas de baja sospecha de CCR, dada su capacidad de
distinguir pacientes con Ell de pacientes con sintomas funcionales o sindrome de intestino
irritable. Aunque inicialmente se recomendd un punto de corte de 50 ugr/gr dada su alta
sensibilidad, esto acarreaba una baja especificidad con un ndmero excesivo de derivaciones a
consultas de Digestivo y endoscopias. Actualmente, en este contexto se recomienda seguir un
algoritmo que implica varias determinaciones de CF asi como otros factores (Figura 1) (39).

En un estudio que analizd los efectos de la implementacién de este algoritmo de forma
sistematica en atencién primaria durante tres afos (2016-18), se constaté un descenso en el
numero de colonoscopias realizadas para estudio de sintomas indicadas por elevacién de CF (del
24% al 13%) y un menor numero de pacientes necesarios de ser sometidos a colonoscopia para
detectar un caso de patologia colorrectal significativa (de 6,8 a 3,8). Se realizé una evaluacién
econdmica estimando un ahorro de costes de mas de 45.000 € por 1000 pacientes evaluados
en atencidn primaria, siendo por tanto una estrategia coste efectiva (40). Los resultados de las
colonoscopias diagnodsticas realizadas siguiendo estrictamente este algoritmo se muestran en la
Tabla 7. Nuevamente se observa que, pese a un adecuado uso de la CF, mas del 60% de las
colonoscopias no detectaron patologia relevante.
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Figura 1. Algoritmo diagnédstico de la utilizacién de CF en atencidon primaria.
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SII: Sindrome de Intestino Irritable.

Modificado de (39, 40).

Tabla 7. Resultados de endoscopias, estratificadas por edad solicitadas por elevacion de CF

siguiendo el algoritmo propuesto.

Edad (afos) Patologia relevante Ell CCR Adenoma alto riesgo
18-29 34,6% 34% 0,2% 0,4%
30-39 39% 36,8% 0,7% 1,5%
40-49 24,3% 21% 0,7% 2,6%
50-59 14,8% 11,3% 2,2% 1,3%

Adenoma de alto riesgo: adenoma = 10mm, displasia de alto grado, presencia de 25 adenomas.

Modificado de (40).
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2.2 Otras aplicaciones

Ademas de su mencionada utilidad en el diagndstico y seguimiento de pacientes con Ell, varios
estudios han analizado el rendimiento diagndstico de la CF para detectar patologia neoplasica
(adenoma o CCR), aunque la mayoria de estos son estudios observacionales, con pequefio
tamafio muestral, riesgo de sesgos y resultados contradictorios entre si. Datos de una revision
sistematica y metaanalisis publicada en 2022 sugieren que los pacientes con CCR tienen valores
de CF significativamente mas altos que pacientes sin patologia (Odds Ratio — OR 5.19, IC 95%
3.12 -8,62), con una buena sensibilidad (rango 68% - 100% entre estudios) (41). Dentro de esta
heterogeneidad de estudios, seleccionando los de disefio mas sdlido, parece que la CF ofrece
una alta sensibilidad y VPN para CCR tanto en pacientes de cribado de CCR (92,8% y 99,3%) (42)
como en pacientes con sintomas de alto riesgo (92,7% y 98,6%) (43).

Respecto al diagndstico de adenoma avanzado, su utilidad como marcador diagnéstico no se
confirmd al no demostrarse diferencias significativas en los valores de CF en pacientes con
adenoma avanzado frente a pacientes sin patologia (OR 1,17 — IC 95% 0.82 — 1.68). Los valores
de sensibilidad y especificidad fueron muy variables entre estudios: sensibilidad 26,7 - 66,6%,
especificidad 37,8 - 76,1% (41)

Evidencia mds sdélida es necesaria para poder estimar que papel puede tener la CF como
marcador diagndstico de patologia neopldsica. Uno de los objetivos de esta tesis es analizar el
rendimiento diagndstico de esta indicacion, en diferentes tipos de pacientes.

2.3 Limitaciones. Riesgo de falsos positivos

Se debe sefialar que existe una importante variabilidad en los resultados obtenidos por
diferentes kits para analizar este marcador, que ha hecho que en varios documentos de
consenso se recomiende utilizar siempre el mismo test de CF en el seguimiento de un paciente,
evitando realizar comparaciones directas entre resultados de diferentes kits (34, 44). Como se
ha sefialado, la CF es un marcador con alta sensibilidad, con alto riesgo de resultados falsamente
positivos. Mdltiples factores, algunos muy frecuentes en la practica clinica, se asocian a valores
elevados de CF, como el consumo de AINES o inhibidores de la bomba de protones (IBP), la
obesidad o la edad avanzada (45). De hecho, se recomienda suspender los AINES 2 semanas y
los IBP al menos 1 mes antes de realizar una medicién de CF. Conocer estos factores (Tabla 8)
es clave para interpretar adecuadamente los resultados de este marcador y evitar exploraciones
endoscdpicas innecesarias (44). Incluso se han reportado diferencias significativas en los valores
de CF en un mismo paciente con Ell durante el dia, por lo que algunos autores recomiendan
analizar este marcador en la primera deposicion del dia (46).

Al ser un marcador tan sensible, su uso sistematico acarrearia un elevado nimero de
exploraciones endoscdpicas normales (falsos positivos), con la incertidumbre diagndstica que
esto podria acarrear. En este sentido, es tranquilizador que un estudio que siguié durante 3 afios
a mas de 200 pacientes con CF elevada (> 50 pgr/gr) y colonoscopia normal, concluyd que estos
pacientes no tienen un mayor riesgo de patologia gastrointestinal (alta o baja) ni mortalidad
(47).
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Tabla 8. Factores asociados con un aumento en los valores de CF

Rango de elevacién de CF,

mgr/gr
Enfermedades gastrointestinales
CCR 57 -133
Pélipos de colon 1-118
Enfermedad diverticular no complicada <15-60
Infecciones gastrointestinales 0-994
Hemorragia digestiva <20-429
Cirrosis hepatica 21-357
Sindrome de intestino irritable — consistencia heces 16 —294
Colitis microscépica 130-480
Proctitis post radioterapia 50-270
Farmacos
AINES 5-520
IBP 50 - 150
Factores relacionados con estilo de vida
Obesidad 5-185
Escasa actividad fisica 25-60
Otros
Edad <9 o0 > 65 afos 14-213
Preparacion de colonoscopia 51-17.000
Enfermedades reumatoldgicas 14 -513
Estoma <150-1.130

Modificado de D’Amico et al (44).

3. Otros marcadores en heces

3.1 Transferrina fecal

La transferrina fecal (TF) es una proteina que se libera junto con la hemoglobina ante minimos
sangrados en el tubo digestivo. La evidencia disponible respecto a su rendimiento diagndstico
es mucho menor en comparacion con la SOHi, por lo que no se suele emplear en la practica
clinica. Aunque se ha sugerido que se trata de un marcador mas estable en heces que la SOHiy
que podria aportar una mayor sensibilidad, especialmente para deteccidn de lesiones en colon
proximal, no hay datos sélidos que sustenten estos datos (48, 49). En un estudio que compard
el rendimiento diagndstico de SOHi con TF, el area bajo la curva ROC (ABC) de la SOHi fue
superior que el de la TF, tanto en el diagnostico de CCR (0,92 vs 0,79) como de adenoma
avanzado (0,68 vs 0,58). Combinar ambos marcadores no mejoré el rendimiento diagndstico de
la SOHi aislada (50).

3.2 Lactoferrina fecal

De forma similar, la lactoferrina fecal (LF) es un marcador inflamatorio con aplicaciones
superponibles a las de la CF, pero con menor evidencia disponible que apoye su utilizacién, por
lo que también es menos frecuentemente empleada en la practica. En un metaanalisis publicado
en 2020, este marcador demostrd una sensibilidad y especificidad para el diagndstico de
actividad endoscopica de 81%-82% en CU, 82%-71% en EC, con ABC de 0,88 y 0,84,
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respectivamente (51). Otro metaanalisis publicado en 2015 comparando diferentes marcadores
no invasivos concluyd que el rendimiento diagndstico de la LF es similar al de la CF para detectar
actividad endoscdpica en pacientes con Ell, con ABC de 0,89 y 0,87, respectivamente. Ambos
marcadores mostraron mejores resultados que la proteina C reactiva en sangre (ABC 0,72) (52).
Apenas hay datos publicados acerca del rendimiento diagndstico de la LF en otros escenarios.
Unicamente un estudio publicado en 2007 reporté una sensibilidad de 50% para diagndstico de
CCR (53).

Uno de los objetivos de esta tesis serd analizar el rendimiento diagndstico de estos dos
marcadores menos empleados en la practica clinica, en diferentes poblaciones.

4. Tipos de test. Test rapidos.

Existen multiples métodos para determinar estos marcadores fecales. En CF los test basados en
enzimoinmunoanalisis son los mas contrastados. Ofrecen resultados cuantitativos permitiendo
adecuar el punto de corte a cada situaciéon clinica. Sin embargo, precisan de un laboratorio
especializado (el paciente tiene que transportar la muestra al hospital) e implican cierto retraso
en la obtencion de resultados. Desde hace un tiempo, se estan estudiando también los test
rapidos de CF, basados en inmunocromatografia de flujo lateral. Estos test no precisan de ningln
equipo de laboratorio, por lo que los puede realizar el propio paciente en su domicilio,
obteniendo el resultado de forma practicamente inmediata. Pueden ofrecer resultados de
forma cualitativa, semicuantitativa o cuantitativa. Esto los hace especialmente interesantes en
pacientes con Ell, permitiendo evaluar los sintomas de nueva aparicién que pueda presentar un
paciente de forma inmediata y sin precisar atencién presencial en medio sanitario (34). Aunque
la evidencia disponible respecto a estos test es menos sélida, algunos estudios han demostrado
un rendimiento diagndstico similar a los test cuantitativos en la valoracion de pacientes con Ell
(54, 55).

La adherencia de los pacientes tanto a los tratamientos como a los métodos de seguimiento es
crucial en enfermedades crénicas como la Ell. En este sentido, la necesidad de transportar las
muestras fecales a un hospital es uno de los motivos que condicionan una baja adherencia a la
determinacién de CF como prueba de seguimiento. De hecho, en varios estudios basados en
encuestas realizadas a pacientes, una analitica de sangre resultaba un método de seguimiento
mas cémodo que la determinacidn de CF (56, 57). Los test rapidos podrian suponer una ventaja
también en este sentido, contribuyendo a mejorar el seguimiento de los pacientes con Ell.

De forma analoga, también se han utilizado test rapidos de SOHi, aunque hay menos evidencia
disponible en comparacién con la CF. En pacientes sintomaticos, ambos métodos para
determinar la SOHi parecen tener una sensibilidad similar para la deteccion de CCR (58, 59).

Uno de los objetivos de esta tesis sera analizar el rendimiento diagndstico de un test rapido que
combina los cuatro marcadores previamente descritos, en varios tipos de pacientes.
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5. Rendimiento diagnéstico de combinar test fecales

La combinacién de diferentes marcadores fecales (principalmente SOHi y CF) se ha estudiado
especialmente en pacientes sintomaticos, en los que, como se ha mencionado previamente, el
porcentaje de colonoscopias normales es excesivamente alto. Un estudio realizado en 430
pacientes sintomaticos publicado en 2017 concluyé que la SOHi es suficiente para descartar CCR
o patologia relevante pacientes con sintomas de alto riesgo de CCR, con un VPN de 99% para
CCR y 94% para adenoma, aunque se debe mencionar que utilizaron cualquier valor detectable
de SOHi como punto de corte. La combinacién de SOHi con CF no aportd beneficio diagndstico
(60). Otro estudio, con un disefio similar (incluyendo 755 pacientes sintomaticos y también
utilizando cualquier valor detectable como punto de corte de la SOHi) llegd a las mismas
conclusiones (61). Un tercer estudio con un disefio equivalente que incluyé a 515 pacientes
sintomaticos también concluyé que la SOHi con un punto de corte de 10 pgr/gr es suficiente
para descartar CCR y que la combinacidn de SOHi + CF no mejora el rendimiento diagnédstico de
la SOHi aislada (62). Sin embargo, la publicacion mas reciente que analiza esta combinacion
(aunque Unicamente analizd 201 pacientes) sugiere que combinar SOHi y CF si podria aumentar
el rendimiento diagndstico en pacientes sintomaticos (ABC 0.832 de la combinacién frente a
0.722 de CFy 0.797 de SOHi) (63). Existe pues una preguntar por resolver acerca de si combinar
estos (u otros) marcadores podria mejorar la selecciéon de pacientes sintomaticos en los que se
puede evitar realizar colonoscopias, o en los que esta prueba deberia priorizarse.

También se ha estudiado el rendimiento diagndstico de esta combinacidén en pacientes con Ell,
aunque en esta poblacion la CF sigue siendo el test mas ampliamente validado y usado. Un
estudio publicado en 2020 concluyd que el rendimiento diagndstico de la CF es superior al de la
SOHi para el diagnéstico de actividad endoscépica en pacientes con CU asintomaticos (ABC
0.858 vs 0.707) (64). Sin embargo, otros estudios han reportado una capacidad diagndstica
superponible entre ambos marcadores en poblacién con Ell (65-67) incluso se ha sugerido una
mejor capacidad para predecir riesgo de recidiva cuando ambos marcadores se usan en
combinacion frente a SOHi o CF aisladas (67).

Uno de los objetivos de esta tesis sera analizar el rendimiento diagndstico de combinar los
cuatro marcadores previamente mencionados, en varios tipos de pacientes.

6. Utilidad de marcadores fecales no invasivos durante la pandemia por COVID-19

En diciembre de 2019, los primeros casos de COVID-19, enfermedad causada por el nuevo
coronavirus SARS-CoV-2 fueron detectados en China. Esta enfermedad se propagé rapidamente
por todo el mundo y en marzo de 2020 fue declarada pandemia por la Organizacién Mundial de
la Salud. La pandemia por COVID-19 supuso un auténtico reto para todos los sistemas sanitarios
a nivel mundial, forzando a un cese temporal de practicamente toda actividad asistencial que
no fuera asistir a pacientes afectos por esta nueva enfermedad. Desde las sociedades cientificas
de aparato digestivo y endoscopias digestivas, se recomendd que practicamente toda
endoscopia no urgente se postpusiera (68). Asi mismo, se paralizaron temporalmente los
programas de cribado de CCR (69). Tras las primeras olas de la pandemia, con la llegada de las
vacunas y el cambio en la epidemiologia de la enfermedad, la actividad endoscdpica y asistencial
se ha ido reanudando poco a poco hasta alcanzar cifras similares a las previas a la pandemia,
pero las consecuencias de este periodo de inactividad todavia son desconocidas.
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Es dificil estimar cdmo estos meses en los que la actividad endoscdpica se ha visto tan reducida
puede afectar a la incidencia, presentacidn y prondstico de las principales enfermedades del
aparato digestivo. Los datos iniciales sugieren que durante la pandemia se han diagnosticado
menos casos de CCR y la mayoria de estos se han presentado con sintomas o incluso
complicaciones graves al diagndstico (70-72). Cbmo puede verse afectado el prondstico a largo
plazo de esta enfermedad por esta situacion es algo que tendra que analizarse en los préximos
afos y que probablemente sea variable en funcién de como reinicien la actividad los diferentes
sistemas sanitarios.

Las unidades de endoscopias digestivas ya se encontraban sobrecargadas previamente a la
pandemia, como se ha mencionado al inicio de esta tesis. La paralizacién de la actividad durante
este periodo todavia ha dificultado mas esta situacién. En cualquier caso, parece que la
implementacidn de estrategias basadas en marcadores no invasivos que permitan seleccionar
en qué pacientes puede evitarse una colonoscopia y en cuales esta debe priorizarse, que ya
parecia recomendable antes de este nuevo escenario, va a cobrar todavia mds importancia y
urgencia en el futuro inmediato (73, 74). Uno de los objetivos de esta tesis sera analizar en una
revisién bibliografica como la pandemia por COVID-19 ha impactado en el proceso diagndstico
y terapeutico de los pacientes con CCR, y como el uso de estos marcadores podria en parte
ayudar a contrarrestar estas consecuencias negativas.

Bibliografia Introduccion

1. Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram |, Jemal A, et al. Global Cancer
Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide for 36 Cancers in
185 Countries. CA: a cancer journal for clinicians. 2021;71(3):209-49.

2. Dekker E, Tanis PJ, Vleugels JLA, Kasi PM, Wallace MB. Colorectal cancer. The Lancet.
2019;394(10207):1467-80.
3. Cubiella J, Marzo-Castillejo M, Mascort-Roca JJ, Amador-Romero FJ, Bellas-Beceiro B,

Clofent-Vilaplana J, et al. Clinical practice guideline. Diagnosis and prevention of colorectal
cancer. 2018 Update. Gastroenterologia y hepatologia. 2018;41(9):585-96.

4, Shaukat A, Kahi CJ, Burke CA, Rabeneck L, Sauer BG, Rex DK. ACG Clinical Guidelines:
Colorectal Cancer Screening 2021. The American journal of gastroenterology. 2021;116(3):458-
79.

5. Ladabaum U, Dominitz JA, Kahi C, Schoen RE. Strategies for Colorectal Cancer Screening.
Gastroenterology. 2020;158(2):418-32.
6. Pignone M, Saha S, Hoerger T, Mandelblatt J. Cost-effectiveness analyses of colorectal

cancer screening: a systematic review for the U.S. Preventive Services Task Force. Annals of
internal medicine. 2002;137(2):96-104.

7. Swartz AW, Eberth JM, Josey MJ, Strayer SM. Reanalysis of All-Cause Mortality in the
U.S. Preventive Services Task Force 2016 Evidence Report on Colorectal Cancer Screening.
Annals of internal medicine. 2017;167(8):602-3.

8. Bretthauer M, Lgberg M, Wieszczy P, Kalager M, Emilsson L, Garborg K, et al. Effect of
Colonoscopy Screening on Risks of Colorectal Cancer and Related Death. The New England
journal of medicine. 2022;387(17):1547-56.

9. Dominitz JA, Robertson DJ. Understanding the Results of a Randomized Trial of
Screening Colonoscopy. The New England journal of medicine. 2022;387(17):1609-11.
10. Quintero E, Castells A, Bujanda L, Cubiella J, Salas D, Lanas A, et al. Colonoscopy versus

fecal immunochemical testing in colorectal-cancer screening. The New England journal of
medicine. 2012;366(8):697-706.

21



11. Dominitz JA, Robertson DJ, Ahnen DJ, Allison JE, Antonelli M, Boardman KD, et al.
Colonoscopy vs. Fecal Immunochemical Test in Reducing Mortality From Colorectal Cancer
(CONFIRM): Rationale for Study Design. The American journal of gastroenterology.
2017;112(11):1736-46.

12. Forsberg A, Westerberg M, Metcalfe C, Steele R, Blom J, Engstrand L, et al. Once-only
colonoscopy or two rounds of faecal immunochemical testing 2 years apart for colorectal cancer
screening (SCREESCO): preliminary report of a randomised controlled trial. The lancet
Gastroenterology & hepatology. 2022;7(6):513-21.

13. Shaukat A, Levin TR. Current and future colorectal cancer screening strategies. Nature
reviews Gastroenterology & hepatology. 2022:1-11.
14. Vart G, Banzi R, Minozzi S. Comparing participation rates between immunochemical and

guaiac faecal occult blood tests: a systematic review and meta-analysis. Preventive medicine.
2012;55(2):87-92.

15. Tinmouth J, Lansdorp-Vogelaar I, Allison JE. Faecal immunochemical tests versus guaiac
faecal occult blood tests: what clinicians and colorectal cancer screening programme organisers
need to know. Gut. 2015;64(8):1327-37.

16. Grobbee EJ, Wisse PH, Schreuders EH, van Roon A, van Dam L, Zauber AG, et al. Guaiac-
based faecal occult blood tests versus faecal immunochemical tests for colorectal cancer
screening in average-risk individuals. The Cochrane database of systematic reviews.
2022;6(6):Cd009276.

17. Imperiale TF, Gruber RN, Stump TE, Emmett TW, Monahan PO. Performance
Characteristics of Fecal Immunochemical Tests for Colorectal Cancer and Advanced
Adenomatous Polyps: A Systematic Review and Meta-analysis. Annals of internal medicine.
2019;170(5):319-29.

18. Navarro M, Nicolas A, Ferrandez A, Lanas A. Colorectal cancer population screening
programs worldwide in 2016: An update. World J Gastroenterol. 2017;23(20):3632-42.

19. Schreuders EH, Ruco A, Rabeneck L, Schoen RE, Sung JJ, Young GP, et al. Colorectal
cancer screening: a global overview of existing programmes. Gut. 2015;64(10):1637-49.

20. Kaminski MF, Thomas-Gibson S, Bugajski M, Bretthauer M, Rees CJ, Dekker E, et al.
Performance measures for lower gastrointestinal endoscopy: a European Society of
Gastrointestinal Endoscopy (ESGE) Quality Improvement Initiative. Endoscopy. 2017;49(4):378-
97.

21. Robertson DJ, Lee JK, Boland CR, Dominitz JA, Giardiello FM, Johnson DA, et al.
Recommendations on Fecal Immunochemical Testing to Screen for Colorectal Neoplasia: A
Consensus Statement by the US Multi-Society Task Force on Colorectal Cancer.
Gastroenterology. 2017;152(5):1217-37.e3.

22. Mohan BP, Khan SR, Daugherty E, Chandan S, Ponnada S, Facciorusso A, et al. Pooled
rates of adenoma detection by colonoscopy in asymptomatic average-risk individuals with
positive fecal immunochemical test: a systematic review and meta-analysis. Gastrointestinal
endoscopy. 2022;96(2):208-22.e14.

23. Adelstein BA, Macaskill P, Chan SF, Katelaris PH, Irwig L. Most bowel cancer symptoms
do not indicate colorectal cancer and polyps: a systematic review. BMC gastroenterology.
2011;11:65.

24. Jellema P, van der Windt DA, Bruinvels DJ, Mallen CD, van Weyenberg SJ, Mulder CJ, et
al. Value of symptoms and additional diagnostic tests for colorectal cancer in primary care:
systematic review and meta-analysis. BMJ (Clinical research ed). 2010;340:c1269.

25. Ismail MS, Aoko O, Sihag S, Connolly E, Omorogbe J, Semenov S, et al. Lower
gastrointestinal symptoms and symptoms-based triaging systems are poor predictors of clinical
significant disease on colonoscopy. BMJ open gastroenterology. 2020;7(1):e000221.

26. Juillerat P, Peytremann-Bridevaux |, Vader JP, Arditi C, Schusselé Filliettaz S, Dubois RW,
et al. Appropriateness of colonoscopy in Europe (EPAGE Il). Presentation of methodology,
general results, and analysis of complications. Endoscopy. 2009;41(3):240-6.

22



27. Frazzoni L, La Marca M, Radaelli F, Spada C, Laterza L, Zagari RM, et al. Systematic review
with meta-analysis: the appropriateness of colonoscopy increases the probability of relevant
findings and cancer while reducing unnecessary exams. Alimentary pharmacology &
therapeutics. 2021;53(1):22-32.

28. Saw KS, Liu C, Xu W, Varghese C, Parry S, Bissett |. Faecal immunochemical test to triage
patients with possible colorectal cancer symptoms: meta-analysis. The British journal of surgery.
2022;109(2):182-90.

29. Monahan KJ, Davies MM, Abulafi M, Banerjea A, Nicholson BD, Arasaradnam R, et al.
Faecal immunochemical testing (FIT) in patients with signs or symptoms of suspected colorectal
cancer (CRC): a joint guideline from the Association of Coloproctology of Great Britain and
Ireland (ACPGBI) and the British Society of Gastroenterology (BSG). Gut. 2022;71(10):1939-62.
30. D'Souza N, Georgiou Delisle T, Chen M, Benton S, Abulafi M. Faecal immunochemical
test is superior to symptoms in predicting pathology in patients with suspected colorectal cancer
symptoms referred on a 2WW pathway: a diagnostic accuracy study. Gut. 2021;70(6):1130-8.
31. Booth R, Carten R, D'Souza N, Westwood M, Kleijnen J, Abulafi M. Role of the faecal
immunochemical test in patients with risk-stratified suspected colorectal cancer symptoms: A
systematic review and meta-analysis to inform the ACPGBI/BSG guidelines. The Lancet regional
health Europe. 2022;23:100518.

32. Navarro M, Hijos G, Ramirez T, Omella |, Carrera-Lasfuentes P, Lanas A. Fecal
Hemoglobin Concentration, a Good Predictor of Risk of Advanced Colorectal Neoplasia in
Symptomatic and Asymptomatic Patients. Frontiers in medicine. 2019;6:91.

33. Jukic A, Bakiri L, Wagner EF, Tilg H, Adolph TE. Calprotectin: from biomarker to biological
function. Gut. 2021;70(10):1978-88.

34. Guardiola J, Lobatdn T, Cerrillo E, Ferreiro-Iglesias R, Gisbert JP, Domenech E, et al.
Recommendations of the Spanish Working Group on Crohn's Disease and Ulcerative Colitis
(GETECCU) on the utility of the determination of faecal calprotectin in inflammatory bowel
disease. Gastroenterologia y hepatologia. 2018;41(8):514-29.

35. Ma C, Sandborn W/, D'Haens GR, Zou G, Stitt LW, Singh S, et al. Discordance Between
Patient-Reported Outcomes and Mucosal Inflammation in Patients With Mild to Moderate
Ulcerative Colitis. Clinical gastroenterology and hepatology : the official clinical practice journal
of the American Gastroenterological Association. 2020;18(8):1760-8.e1.

36. Wils P, Caron B, D'Amico F, Danese S, Peyrin-Biroulet L. Abdominal Pain in Inflammatory
Bowel Diseases: A Clinical Challenge. Journal of clinical medicine. 2022;11(15).

37. Dulai PS, Peyrin-Biroulet L, Danese S, Sands BE, Dignass A, Turner D, et al. Approaches
to Integrating Biomarkers Into Clinical Trials and Care Pathways as Targets for the Treatment of
Inflammatory Bowel Diseases. Gastroenterology. 2019;157(4):1032-43.e1.

38. Turner D, Ricciuto A, Lewis A, D'Amico F, Dhaliwal J, Griffiths AM, et al. STRIDE-II: An
Update on the Selecting Therapeutic Targets in Inflammatory Bowel Disease (STRIDE) Initiative
of the International Organization for the Study of IBD (I0OIBD): Determining Therapeutic Goals
for Treat-to-Target strategies in IBD. Gastroenterology. 2021;160(5):1570-83.

39. National Institute for Health and Care Excellence (NICE). Faecal calprotectin diagnostic
test for inflammatory diseases of the bowel. Diagnostic guidance (DG11) October 2013
[Available from: http://www.nice.org.uk/guidance/dgl1.

40. Turvill J, Turnock D. Audit of the impact of the York faecal calprotectin care pathway on
colonoscopy activity. Frontline gastroenterology. 2020;11(4):285-9.

41. Ross FA, Park JH, Mansouri D, Combet E, Horgan PG, McMillan DC, et al. The role of
faecal calprotectin in diagnosis and staging of colorectal neoplasia: a systematic review and
meta-analysis. BMC gastroenterology. 2022;22(1):176.

42, Ross FA, Park JH, Mansouri D, Little C, Di Rollo DG, Combet E, et al. The role of faecal
calprotectin in the identification of colorectal neoplasia in patients attending for screening
colonoscopy. Colorectal disease : the official journal of the Association of Coloproctology of
Great Britain and Ireland. 2022;24(2):188-96.

23



43, Turvill J, Aghahoseini A, Sivarajasingham N, Abbas K, Choudhry M, Polyzois K, et al.
Faecal calprotectin in patients with suspected colorectal cancer: a diagnostic accuracy study.
The British journal of general practice : the journal of the Royal College of General Practitioners.
2016;66(648):€499-506.

44, D'Amico F, Rubin DT, Kotze PG, Magro F, Siegmund B, Kobayashi T, et al. International
consensus on methodological issues in standardization of fecal calprotectin measurement in
inflammatory bowel diseases. United European gastroenterology journal. 2021;9(4):451-60.
45, D'Amico F, Nancey S, Danese S, Peyrin-Biroulet L. A Practical Guide for Faecal
Calprotectin Measurement: Myths and Realities. Journal of Crohn's & colitis. 2021;15(1):152-61.
46. Lasson A, Stotzer PO, Ohman L, Isaksson S, Sapnara M, Strid H. The intra-individual
variability of faecal calprotectin: a prospective study in patients with active ulcerative colitis.
Journal of Crohn's & colitis. 2015;9(1):26-32.

a7. Hovstadius H, Lundgren D, Karling P. Elevated Faecal Calprotectin in Patients with a
Normal Colonoscopy: Does It Matter in Clinical Practice? A Retrospective Observational Study.
Inflammatory intestinal diseases. 2021;6(2):101-8.

48, Chen JG, Cai J, Wu HL, Xu H, Zhang YX, Chen C, et al. Colorectal cancer screening:
comparison of transferrin and immuno fecal occult blood test. World J Gastroenterol.
2012;18(21):2682-8.

49. Hirata I. Evaluation of the usefulness of the simultaneous assay of fecal hemoglobin (Hb)
and transferrin (Tf) in colorectal cancer screening - for the establishment of the Hb and Tf two-
step cutoff assay (HTTC assay). Diagnosis (Berlin, Germany). 2020;7(2):133-9.

50. Gies A, Cuk K, Schrotz-King P, Brenner H. Fecal immunochemical test for hemoglobin in
combination with fecal transferrin in colorectal cancer screening. United European
gastroenterology journal. 2018;6(8):1223-31.

51. Dai C, Jiang M, Sun MJ, Cao Q. Fecal Lactoferrin for Assessment of Inflammatory Bowel
Disease Activity: A Systematic Review and Meta-Analysis. Journal of clinical gastroenterology.
2020;54(6):545-53.

52. Mosli MH, Zou G, Garg SK, Feagan SG, MacDonald JK, Chande N, et al. C-Reactive Protein,
Fecal Calprotectin, and Stool Lactoferrin for Detection of Endoscopic Activity in Symptomatic
Inflammatory Bowel Disease Patients: A Systematic Review and Meta-Analysis. The American
journal of gastroenterology. 2015;110(6):802-19; quiz 20.

53. Hirata I, Hoshimoto M, Saito O, Kayazawa M, Nishikawa T, Murano M, et al. Usefulness
of fecal lactoferrin and hemoglobin in diagnosis of colorectal diseases. World J Gastroenterol.
2007;13(10):1569-74.

54. Lobatdn T, Lopez-Garcia A, Rodriguez-Moranta F, Ruiz A, Rodriguez L, Guardiola J. A new
rapid test for fecal calprotectin predicts endoscopic remission and postoperative recurrence in
Crohn's disease. Journal of Crohn's & colitis. 2013;7(12):e641-51.

55. Heida A, Knol M, Kobold AM, Bootsman J, Dijkstra G, van Rheenen PF. Agreement
Between Home-Based Measurement of Stool Calprotectin and ELISA Results for Monitoring
Inflammatory Bowel Disease Activity. Clinical gastroenterology and hepatology : the official
clinical practice journal of the American Gastroenterological Association. 2017;15(11):1742-
9.e2.

56. Buisson A, Gonzalez F, Poullenot F, Nancey S, Sollellis E, Fumery M, et al. Comparative
Acceptability and Perceived Clinical Utility of Monitoring Tools: A Nationwide Survey of Patients
with Inflammatory Bowel Disease. Inflammatory bowel diseases. 2017;23(8):1425-33.

57. Kalla R, Boyapati R, Vatn S, Hijos G, Crooks B, Moore GT, et al. Patients' perceptions of
faecal calprotectin testing in inflammatory bowel disease: results from a prospective multicentre
patient-based survey. Scandinavian journal of gastroenterology. 2018;53(12):1437-42.

58. Maclean W, Zahoor Z, O'Driscoll S, Piggott C, Whyte MB, Rockall T, et al. Comparison of
the QuikRead go(®) point-of-care faecal immunochemical test for haemoglobin with the FOB
Gold Wide(®) laboratory analyser to diagnose colorectal cancer in symptomatic patients. Clinical
chemistry and laboratory medicine. 2022;60(1):101-8.

24



59. Maclean W, Mackenzie P, Limb C, Zahoor Z, Whyte MB, Rockall T, et al. Diagnostic
accuracy of point of care faecal immunochemical testing using a portable high-speed
quantitative analyser for diagnosis in 2-week wait patients. Colorectal disease : the official
journal of the Association of Coloproctology of Great Britain and Ireland. 2021;23(9):2376-86.
60. Widlak MM, Thomas CL, Thomas MG, Tomkins C, Smith S, O'Connell N, et al. Diagnostic
accuracy of faecal biomarkers in detecting colorectal cancer and adenoma in symptomatic
patients. Alimentary pharmacology & therapeutics. 2017;45(2):354-63.

61. Mowat C, Digby J, Strachan JA, Wilson R, Carey FA, Fraser CG, et al. Faecal haemoglobin
and faecal calprotectin as indicators of bowel disease in patients presenting to primary care with
bowel symptoms. Gut. 2016;65(9):1463-9.

62. Turvill J, Mellen S, Jeffery L, Bevan S, Keding A, Turnock D. Diagnostic accuracy of one or
two faecal haemoglobin and calprotectin measurements in patients with suspected colorectal
cancer. Scandinavian journal of gastroenterology. 2018;53(12):1526-34.

63. Zhu M, Fan L, Han M, Zhu S, Zhang S, Shi H. The usefulness of fecal hemoglobin and
calprotectin tests in diagnosing significant bowel diseases: a prospective study. Scandinavian
journal of gastroenterology. 2022:1-7.

64. Kim ES, Lee HS, Kim SK, Kim EY, Jang BI, Kim KO, et al. Fecal calprotectin is more accurate
than fecal immunochemical test for predicting mucosal healing in quiescent ulcerative colitis: a
prospective multicenter study. Scandinavian journal of gastroenterology. 2020;55(2):163-8.

65. Ma C, Lumb R, Walker EV, Foshaug RR, Dang TT, Verma S, et al. Noninvasive Fecal
Immunochemical Testing and Fecal Calprotectin Predict Mucosal Healing in Inflammatory Bowel
Disease: A Prospective Cohort Study. Inflammatory bowel diseases. 2017;23(9):1643-9.

66. Takashima S, Kato J, Hiraoka S, Nakarai A, Takei D, Inokuchi T, et al. Evaluation of
Mucosal Healing in Ulcerative Colitis by Fecal Calprotectin Vs. Fecal Immunochemical Test. The
American journal of gastroenterology. 2015;110(6):873-80.

67. Naganuma M, Kobayashi T, Nasuno M, Motoya S, Kato S, Matsuoka K, et al. Significance
of Conducting 2 Types of Fecal Tests in Patients With Ulcerative Colitis. Clinical gastroenterology
and hepatology : the official clinical practice journal of the American Gastroenterological
Association. 2020;18(5):1102-11.e5.

68. Gralnek IM, Hassan C, Beilenhoff U, Antonelli G, Ebigbo A, Pellise M, et al. ESGE and
ESGENA Position Statement on gastrointestinal endoscopy and the COVID-19 pandemic.
Endoscopy. 2020;52(6):483-90.

69. Dekker E, Chiu HM, Lansdorp-Vogelaar I. Colorectal Cancer Screening in the Novel
Coronavirus Disease-2019 Era. Gastroenterology. 2020;159(6):1998-2003.
70. Kempf E, Lamé G, Layese R, Priou S, Chatellier G, Chaieb H, et al. New cancer cases at

the time of SARS-Cov2 pandemic and related public health policies: A persistent and concerning
decrease long after the end of the national lockdown. European journal of cancer (Oxford,
England : 1990). 2021;150:260-7.

71. Kuzuu K, Misawa N, Ashikari K, Kessoku T, Kato S, Hosono K, et al. Gastrointestinal
Cancer Stage at Diagnosis Before and During the COVID-19 Pandemic in Japan. JAMA network
open. 2021;4(9):e2126334.

72. Shinkwin M, Silva L, Vogel |, Reeves N, Cornish J, Horwood J, et al. COVID-19 and the
emergency presentation of colorectal cancer. Colorectal disease : the official journal of the
Association of Coloproctology of Great Britain and Ireland. 2021;23(8):2014-9.

73. Loveday C, Sud A, Jones ME, Broggio J, Scott S, Gronthound F, et al. Prioritisation by FIT
to mitigate the impact of delays in the 2-week wait colorectal cancer referral pathway during
the COVID-19 pandemic: a UK modelling study. Gut. 2021;70(6):1053-60.

74. Aznar-Gimeno R, Carrera-Lasfuentes P, Del-Hoyo-Alonso R, Doblaré M, Lanas A.
Evidence-Based Selection on the Appropriate FIT Cut-Off Point in CRC Screening Programs in the
COVID Pandemic. Frontiers in medicine. 2021;8:712040.

25



Objetivos de la Tesis

Capitulo 1: Combinacién de sangre oculta en heces vy calprotectina fecal en pacientes
sintomaticos. Andlisis de rendimiento diagndstico y econémico.

Como se ha descrito en el apartado Introduccidn, la evaluacion de sintomas gastrointestinales
es una indicacién muy frecuente de colonoscopia. La correlacién entre estos sintomas vy la
presencia de patologia relevante es baja, por lo que la mayoria de las colonoscopias realizadas
por esta indicacion son normales (1). Estrategias no invasivas que permitan seleccionar
pacientes con sintomas en los que puede evitarse la colonoscopia, asi como en los que debe
priorizarse son por tanto necesarias.

La SOHi ha demostrado una buena sensibilidad para diagndstico de CCR en pacientes
sintomaticos con sintomas de bajo y alto riesgo, siendo un marcador actualmente recomendado
en esta poblacidn (2, 3). La CF tiene también un papel reconocido en este escenario, estando
recomendada en pacientes con sintomas de bajo riesgo de CCR por su capacidad para apoyar el
diagnéstico diferencial entre Ell y sintomas funcionales (4). Ademas, algunos datos orientan a
gue también podria ser un marcador sensible para el diagnéstico de CCR, aunque la evidencia
disponible en este sentido es menor (5). Hasta la fecha, se han realizado varios estudios
analizando el rendimiento diagndstico de combinar ambos marcadores con resultados variables:
mientras que algunos afirman que la CF no aporta una mejoria diagndstica a la SOHi en este
escenario (6-8), otros datos sugieren que combinar ambos marcadores ofrece un mejor
rendimiento diagndstico que el de cualquiera de ellos por separado (9). Aunque se han realizado
analisis econdmicos analizando el impacto que el uso de SOHi (10) o CF (11) podrian tener en la
evaluacion de pacientes sintomaticos, no hay evidencia disponible analizando el rendimiento
econdmico de utilizar ambos test en combinacion.

Por ello, los objetivos del primer capitulo de esta tesis son realizar un estudio de rendimiento
diagndstico de SOHi, CF (determinadas mediante dos test cuantitativos) y su combinacion, en
una cohorte prospectiva de pacientes sintomaticos a los que se ha solicitado colonoscopia. Asi
mismo, se realizard un analisis econdmico teniendo en cuenta los gastos directos e indirectos
derivados de endoscopias realizadas y sus complicaciones, asi como de los test fecales.

Capitulo 2: Combinacidon de sangre oculta en heces, calprotectina fecal y un test rdpido que
detecta 4 marcadores fecales en poblacién de cribado de cancer colorrectal.

El cribado de CCR mediante SOHi (seguida de colonoscopia en caso de ser positiva) en la
poblacién de riesgo medio (50-75 afios asintomaticos y sin otros factores de riesgo) ha
demostrado de forma consistente disminuir la incidencia y mortalidad por este tumor, siendo
una estrategia coste-efectiva. Por ello, en la mayoria de los sistemas sanitarios a nivel mundial
se estan poniendo en marcha estos programas de cribado poblacional, con diferentes tasas de
participacion y alcance (12). Pese a la sobrecarga que implementar estos programas pueda
suponer a las unidades de endoscopias digestivas, no hay duda de que poner en marcha estos
programas es un objetivo necesario. De hecho, la probabilidad de encontrar lesiones avanzadas
es superior en colonoscopias de cribado que en las realizadas por otras indicaciones (13).
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Sin embargo, y pese a esta evidencia que avala lo necesario del cribado, se debe mencionar que
algo mas de la mitad de las colonoscopias realizadas en este contexto son normales, exponiendo
a pacientes asintomaticos al riesgo que implica esta intervencion (14).

Estrategias para minimizar estas colonoscopias de cribado normales y seleccionar a aquellos
pacientes con un mayor riesgo ya se han estudiado e incluso aplicado en algunos sistemas
sanitarios. En Holanda, Escocia e Irlanda se optd por subir el punto de corte para adecuar la
demanda de colonoscopias generada por el cribado a los recursos disponibles, dado que la
concentracién de hemoglobina fecal se correlaciona con el riesgo de patologia significativa (15).
También se ha sugerido que el punto de corte de la SOHi podria ajustarse en funcién de otros
factores como sexo y edad (16) o que se podria repetir la SOHi, aunque esta Ultima estrategia
no parece mejorar el rendimiento diagndstico de una determinacién aislada (17).

Sin embargo, apenas hay datos publicados que analicen el rendimiento diagndstico de otros
marcadores fecales distintos de SOHi en poblacidn de riesgo intermedio. Nos hemos planteado
la hipdtesis de que la determinacién simultdnea de otros marcadores fecales podria mejorar el
rendimiento de los programas de cribado basado en SOHi aislada. Estudiar esto es el objetivo
del segundo capitulo de esta tesis.

Capitulo 3: Validacion de un test rapido que detecta 4 marcadores fecales en pacientes con Ell
conocida.

La Ell engloba a una serie de enfermedades de curso crénico, que suelen cursar en brotes y que
frecuentemente afectan a pacientes jévenes. Estos pacientes suelen presentar sintomas
gastrointestinales que en ocasiones no se relacionan con un brote de actividad inflamatoria de
su enfermedad, y que pueden estar justificados por muchas otras causas (18). No obstante, dado
gue mantener la curacién mucosa es el objetivo que se debe buscar en estos pacientes, en
muchas ocasiones es necesario realizar colonoscopias para evaluar estos sintomas.

Para evaluar de forma no invasiva la presencia de actividad inflamatoria, la CF es el marcador
mas validado y utilizado actualmente en la practica clinica. Este marcador ha demostrado
utilidad tanto para predecir actividad endoscépica como para valorar la respuesta a
tratamientos o el riesgo de recidiva en pacientes con Ell quiescente (19). Sin embargo, la mayoria
de los test de CF se basan en enzimoinmunoanalisis y precisan que el paciente lleve la muestra
al hospital para ser procesada en un laboratorio, lo que en ocasiones es incémodo para los
pacientes y dificulta su monitorizacién a largo plazo (20).

En este sentido, los test rdpidos para determinar CF son una alternativa interesante. Pueden ser
realizados por el propio paciente en su domicilio, obteniendo resultados inmediatos, y evitando
desplazamientos o visitas hospitalarias. En estos pacientes (jévenes y con enfermedades de
curso cronico), estos métodos de evaluacion sencillos y a distancia podrian ser una herramienta
muy importante en su seguimiento (21). De forma similar, también existen test rapidos para
determinacion de SOHi (22) aunque su papel en esta poblacion estd menos definido.

Por todo ello, el objetivo del tercer capitulo de esta tesis es evaluar el rendimiento de un test
rapido que detecta 4 marcadores fecales en una cohorte de pacientes con Ell conocida, para
evaluar su rendimiento diagndstico y potenciales utilidades en la practica diaria.
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Capitulo 4: Efectos de la pandemia por COVID-19 en los pacientes con CCR. Papel de marcadores
fecales no invasivos en contrarrestar sus consecuencias negativas.

El objetivo del cuarto y ultimo capitulo de esta tesis es presentar una revisién de como la
pandemia por COVID-19 ha afectado al diagndstico, presentacidn y tratamiento de los pacientes
con CCR. En esta revision, detallaremos de forma objetiva como la disminuciéon de la actividad
asistencial ha afectado a los programas de cribado de CCR, a la actividad endoscépica en general
y a la presentacién clinica incluso a corto plazo de esta enfermedad. Se resume la evidencia
disponible mas actualizada y sélida con intencidon de servir de guia a los profesionales sanitarios
implicados en el diagndstico y tratamiento de esta enfermedad. Por ultimo, se pretenden
estimar las consecuencias negativas a largo plazo que la pandemia por COVID-19 podria tener
sobre la epidemiologia del CCR y las medidas que podrian adaptarse para minimizarlas, muchas
de ellas basadas en estos marcadores fecales no invasivos analizados en los capitulos previos.
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Capitulos

Capitulo 1: Combinacién de sangre oculta en heces y calprotectina fecal en pacientes
sintomaticos. Analisis de rendimiento diagndstico y econdmico.

1.1 Metodologia

Se llevé a cabo un estudio observacional prospectivo incluyendo de forma consecutiva pacientes
con sintomas gastrointestinales a los que se habia solicitado una colonoscopia para estudio de
estos, en el drea de salud del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza. Se
incluyeron pacientes mayores de edad, a los que se habia solicitado una colonoscopia por esta
indicacion en el periodo desde junio 2015 hasta abril 2017, independientemente del servicio
peticionario (atencién primaria o consultas de atencién especializada). Se contactd con estos
pacientes aproximadamente una semana antes de la colonoscopia, para informarles acerca del
estudio. Si aceptaban participar, se les indicaba que debian recoger una muestra de heces en un
contenedor universal, que debia ser recogida lo mas cercano en el tiempo a la colonoscopia,
pero siempre antes de comenzar con la preparacion. Se excluyé a pacientes en los que tras
revisar la historia clinica la colonoscopia se habia solicitado por otra indicacidn, si no se disponia
de muestra fecal o la colonoscopia finalmente no se habia realizado.

En estas muestras fecales recogidas previamente a la preparacién, se determinaron los niveles
de SOHi y CF mediante dos test cuantitativos ya utilizados en la prdctica clinica habitual. El punto
de corte elegido para la SOHi fue de 20 ugr/gr. Aungue las guias de practica clinica recomiendan
10 pgr/gr en pacientes sintomaticos (1, 2), elegimos este punto de corte (que es el utilizado en
el programa de cribado de CCR en nuestra Comunidad Autdnoma con el mismo test de SOHi)
tras haber concluido en un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigacion
incluyendo mds de 700 pacientes sintomaticos de nuestro hospital, que este punto de corte se
asocia a un rendimiento diagndstico similar con un menor nimero de colonoscopias necesarias
(3). Para CF, el punto de corte elegido fue de 50 pgr/gr, el mas empleado para la evaluacién
inicial de pacientes sintomaticos (4). Definimos patologia colorrectal significativa como CCR,
adenoma avanzado (2 3 adenomas, adenoma = 10mm, con componente velloso o displasia de
alto grado, o lesidn serrada = 10mm o con displasia, de acuerdo con las guias de practica clinica
vigentes en el momento de disefiar el estudio) (5), Ell, colitis microscépica o angiodisplasias de
colon.

Se analizd el rendimiento diagndstico de SOHi, CF y su combinacién (tomando como resultado
positivo aquellos pacientes en los que al menos uno de estos marcadores fue positivo),
calculando valores de sensibilidad, especificidad, VPN y VPP para patologia colorrectal
significativa y para cada diagndstico. Se calculé también el ABC para diagndstico de patologia
colorrectal significativa de cada marcador y su combinacidn.

Finalmente, se realizd un analisis econdmico recogiendo los gastos de practica clinica real
asociados a cada paciente incluido en el estudio, incluyendo gastos directos (colonoscopias y
terapéutica - utillaje utilizado, complicaciones y visitas médicas adicionales, coste de los
marcadores fecales) e indirectos (relacionados con el absentismo laboral secundario a
procedimientos, complicaciones y visitas médicas). Se analizaron los costes y consecuencias de
realizar colonoscopia a todos los pacientes (situacidn real) frente a 3 potenciales intervenciones:
colonoscopia a pacientes con SOHi positiva (1) / CF positiva (I2) / uno de los dos marcadores
positivo (I3).
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1.2 Resultados

En total se incluyeron 404 pacientes sintomaticos con resultados de colonoscopia, SOHiy CF. La
mediana de edad de los pacientes fue de 59 afos (rango intercuartilico 47 - 69), y el 59%
(238/404) fueron mujeres. La indicacion mas frecuente de colonoscopia fue historia reciente de
rectorragia (166/404 — 41,2%). La mayoria de las colonoscopias realizadas fueron solicitadas por
parte de atencion primaria (243/404 — 60,2%).

Se detecto patologia colorrectal significativa en un 21.5% (87/404) de los pacientes, incluyendo
16 casos de CCR (prevalencia 3.9%). Por tanto, en un 78.4% de las colonoscopias realizadas no
se detectd patologia relevante. De hecho, el resultado mas frecuente fue de colonoscopia
normal (276/404 — 68.3%).

La tasa de positividad de los marcadores fecales fue de 19% para SOHi (77/404), 52,6% para CF
(213/404) y 58,2% para la combinacion de ambos (235/404). El rendimiento diagndstico de SOH;,
CF y su combinacién para patologia significativa y CCR, junto con el nimero de casos no
detectados en cada estrategia, se resumen en la Tabla 1. Estos resultados estratificados por
patologia, sexo y edad se presentan en la version original del articulo que se presenta a
continuacién.

Tabla 1. Rendimiento diagndstico de SOHi, CF vy su combinacion.

Patologia Marcador Sensibilidad Especificidad VPP VPN Falsos negativos

Patologia SOHi 50,6% 89,6% 57,1% 86,9% 43
significativa CF 78,2% 54,4% 31,9% 90,1% 19
(n=87/404) Combinacion 88,5% 50,3% 32,8% 94,1% 10
CCR SOHi 87,5% 83,7% 18,2% 99,4% 2
(n=16/404) CF 75% 48,2% 5,6% 97,9% 4

Combinacién 93,7% 43,3% 6,4% 99,4% 1

Respecto al analisis de areas bajo la curva, la combinacién de ambos test (ABC 0,815 — IC 95%
0,763 — 0,868) mostrd un rendimiento diagndstico significativamente superior al de SOHi (ABC
0.741-1C 95% 0.673—0.809) o CF aislada (ABC 0.735 —1C 95% 0.677—0.794), para diagndstico de
patologia colorrectal significativa.

Por ultimo, los costes reales derivados de la evaluacién mediante colonoscopias en esta cohorte
fueron 233.016€ (577€ / paciente; 2678€ / paciente con patologia correctamente detectado).
Los costes directos estimados para cada posible intervencion fueron de 110.078€ para la
intervencién |1, 178.730€ para y 185.151€ para ls. La intervencion I3 (combinar SOHi + CF previa
a colonoscopia) fue la que mostré una mayor coste-efectividad, con un ahorro de 254€ por cada
paciente con patologia correctamente detectado frente a los gastos reales (estas cifras fueron
de 176€ para |; y 50€ para I;). Sumando la estimacion de costes indirectos, estas cifras
aumentaron hasta un gasto de 3000€ por paciente con patologia correctamente detectado en
la cohorte real, 2782€ en |; (ahorro de 218€ / paciente), 2878€ en |, (ahorro de 122€ / paciente)
y 2542€ en |3 (ahorro de 458€ / paciente). Los costes derivados de la realizacion de marcadores
fecales no invasivos supusieron en ningun caso una cifra significativa (0,7% de los costes directos
enly, 1,7% l,eny 2% en |3).
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not to miss cancer or precancerous lesions, many
of them undergo colonoscopy anyhow. As a conse-
quence, a noteworthy proportion of colonoscopies
result in benign pathologies or normal examina-
tions9; still, they increase the already high burden
on endoscopic units and expose patients without
significant pathology to the non-negligible risk of
endoscopy-related complications, estimated to be
around 1.6% considering all the unplanned hospi-
tal visits within the 7 days following colonoscopy.”
In addition, the implementation of national CRC
screening programs has and will further increase
the colonoscopy workload for hospital endoscopy
units.® To counter this trend, new non-invasive
strategies are urgently needed to determine which
patients with gastrointestinal symptoms are more
likely to present significant colorectal pathology,
with the ultimate goal of minimizing the number of
unnecessary colonoscopies. Some non-invasive
faecal tests that are already used in clinical practice
to answer other diagnostic questions, such as the
faecal occult blood test (FOBT) and faecal calpro-
tectin (FC), may be useful to reach this target.

It has already been demonstrated that the use of
FOBT for CRC screening in an average risk pop-
ulation reduces both incidence and mortality of
CRC.? In particular, screening for CRC also
appears to be a cost-effective strategy,! and the
reduction in mortality has been stable for over
30years of follow up.11:12

FOBT has also been evaluated in symptomatic
patients.!3-15 In their referral guidance for suspected
cancer, the National Institute for Health and Care
Excellence (NICE) lists those alarm symptoms that,
if present, require the patient to be seen by a special-
ist within 2weeks, with the purpose of reducing the
interval between the initial consultation and diag-
nostic colonoscopy. In the 2015 update of this guid-
ance, it is also recommended to perform FOBT to
help referral decision in patients with unexplained
symptoms not meeting the criteria for suspected
cancer pathway referral.!®

Prior to this update, in 2014, Cubiella ez al
reported that the use of FOBT at a cut-off of
20 ug/g in a cohort of 787 symptomatic patients
led to negative predictive values (NPV) equal to
97.8% and 90.8% for CRC and advanced neo-
plasia (CRC + advanced adenoma), respectively,
FOBT being a more accurate tool for the detec-
tion of CRC than the NICE overall referral crite-
ria in symptomatic patients.!4

Calprotectin is a calcium- and zinc-binding pro-
tein present in the cytoplasm of neutrophil poly-
morphonuclear leukocytes, and also in monocytes
and reactive macrophages.!” It is eliminated intact
in faeces, and it correlates with bowel inflamma-
tion; therefore, this marker has proved useful for
the diagnosis and monitoring of inflammatory
bowel disease (IBD) thanks to its high sensitivity
and specificity, which can differentiate between
IBD and functional gastrointestinal disorders.!8
The current NICE guidelines recommend FC
testing for the differential diagnosis of IBS or irrita-
ble bowel syndrome in adults with recent onset
lower gastrointestinal symptoms if cancer is not
suspected (according to NICE guideline on
IBD).1% The value of FC for the diagnosis of CRC
and adenoma in a symptomatic population is less
established. In a study published in 2016, FC was
analysed in 654 symptomatic patients with alarm
symptoms referred because of suspected CRC
(according to NICE criteria); results showed, at a
cut-off of 50 ug/g, a NPV for CRC of 98.6%, and
97.2% when including polyps bigger than 10 mm.>2°

The diagnostic accuracy of the combination of both
tests (FOBT +FC) has already been assessed in pre-
vious studies, where it appears that the combination
does not offer better diagnostic accuracy than
FOBT alone, which may depend on the population
characteristics and the cut-offs chosen. Mowat ez al.
performed a study in a Scottish cohort of 755 symp-
tomatic patients, using the combination of quantita-
tive FOBT and FC.2! In this latter study, the cut-off
selected for FOBT was any detectable faecal hemo-
globin, which maximized the NPV of FOBT for sig-
nificant colonic pathology (100% for CRC, 97.8%
for advanced adenoma), with a positive predictive
value (PPV) for significant colonic pathology equal
10 20.6%. FOBT used alone yielded superior results
to both FC and the combination of the two tests in
this setting. At a cut-off of 10ug/g, three cases of
CRC were undetected, but the cut-off of any detect-
able hemoglobin was intentionally chosen in this
study in order to not miss any case of CRC. One
year later, Widlak ez al. reported that, in a cohort of
430 symptomatic patients referred with suspected
CRC according to NICE criteria, when using a cut-
off of any detectable faecal hemoglobin, FOBT was
sufficiently sensitive to exclude CRC, and, when
used in combination with FC, FC did not appear to
provide any additional diagnostic information.?2

These two studies were performed in patients referred
to colonoscopy by primary care. No evidence is

journals.sagepub.com/home/tag
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available regarding the diagnostic accuracy of these
biomarkers, either in patients from primary or sec-
ondary care, or in the Spanish population.

The aim of this study is to evaluate whether the
combination of FOBT and FC can improve the
overall diagnostic accuracy for the detection of sig-
nificant colonic pathology in prospectively enrolled
symptomatic patients referred to colonoscopy in
the area of Zaragoza (Spain), compared with the
use of each test individually; the secondary objec-
tive was to determine the potential health eco-
nomic benefits associated with this strategy.

Methods

Study population and samples

This is a single-centre, prospective observational
study enrolling symptomatic patients referred for
diagnostic colonoscopy to the Endoscopic Unit of
the Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa
(Zaragoza). Ethical approval was granted by the
regional Ethics Committee — Comité de Etica
de la Investigacién de la Comunidad Autonoma
de Aragéon (CEICA) — 21/2014.

Patients aged 18years or older, referred for colo-
noscopy between June 2015 and April 2017 from
either primary or secondary care (gastroenterol-
ogy clinic or other specialists) with a complete
colonoscopy performed in the Endoscopic Unit
of HCU Lozano Blesa (Zaragoza), and with a
stool sample available were enrolled prospec-
tively and consecutively into the study. Patients
were contacted approximately 1week before the
colonoscopy was scheduled to be informed about
the study and, if they agreed to participate, they
were asked to bring a stool sample, to be col-
lected before starting the colonic preparation.
Patients were given instructions on how to col-
lect the faecal sample in a universal faecal con-
tainer and stored it refrigerated at 4°C. A written
informed consent form was signed by every
patient.

Patients were excluded from the study if the colo-
noscopy was requested for indications other than
gastrointestinal symptoms (e.g. CRC screening,
follow up of adenomas, polyposis, and previous
diagnosed IBD), or if the stool sample returned
was insufficient or unsuitable for the analysis (i.e.
if the sample was stored without refrigeration or if
it was collected during bowel preparation).

Endoscopy and laboratory methods

FOBT was performed using the SENTIFIT
270 FOB Gold® (Sysmex-Sentinel Ch SpA,
Barcelona, Spain) test, and results were consid-
ered positive above 20 pug/g. This test, at the
same cut-off, is the one currently used for the
standard CRC screening program in our popu-
lation. FC was analysed using the EIA™
Calprotectin 2 immunoassay (Thermo Fisher
Scientific, Uppsala, Sweden), at a cut-off of
50 ug/g, which is the cut-off used in most studies
conducted in symptomatic patients.20-22
Regarding the endoscopic findings, the presence
of either CRC, advanced adenoma (=3 adeno-
mas, any adenoma =10mm, villous component
or high grade dysplasia), IBD, microscopic coli-
tis and angiodysplasia was considered as ‘rele-
vant pathology’. 23 All diagnoses were confirmed
histologically. Non-advanced adenomas were
registered and included in the final analysis, but
not considered as relevant pathology, as the
associated risk of developing CRC is very low.2*

Sensitivity, specificity, PPV and NPV for each fae-
cal test and for its combination were calculated for
detecting relevant pathology and each pathology
separately. The area under ROC (receiver operator
curve) (AUC) for relevant colonic pathology was
calculated for FOBT, FC and its combination.

In the present study, all patients were tested with
FOBT and FC, and also underwent a colonoscopy.
However, with the goal of evaluating both diagnostic
clinical effectiveness and potential cost savings, three
possible non-invasive pre-endoscopic interventions
were assessed: I}, the use of FOBT alone; L,, the use
of FC alone; or I, the combination of both tests
FOBT+FC). These interventions were compared
with the ‘gold standard’, that is, the scenario in
which all patients were diagnosed using colonoscopy
alone. In the scenarios I,-1;, patients would undergo
colonoscopy only if the pre-endoscopic test was pos-
itive; in scenario I, positivity in at least one of the two
tests was considered as a ‘positive’ result.

Pharmacoeconomic analysis

A pharmacoeconomic analysis was performed, col-
lecting prospective real-life data from every patient
included in the study. These data include endoscopic
diagnoses, costs of doctor visits, costs associated with
colonoscopy (including sedation and procedures
performed — biopsies, polypectomies, etc.), the cost
of faecal non-invasive tests and costs due to
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Patients contacted
n =548

- FOBT

- Colonoscopy complete
- Stool sample

- Fecal Calprotectin

Fulfill inclusion criteria
n =492

Asymptomatic colonoscopies
n=88
- 76 colorectal cancer screening

- 10 adenoma follow-up
- 2 polyposis syndrome

Included in the analysis
n =404

Figure 1. Flowchart of the inclusion process.
FOBT, faecal occult blood test.

colonoscopy-related complications and resource utili-
zation (such as visits to the emergency department,
days of hospitalization, visits to gastroenterology units
or to primary care, eventual surgery performed)>25; all
the unit costs are summarized in Table S1 available in
the supplementary material. It is worth noting here
that the costs associated with the elective surgeries per-
formed to treat the CRC cases identified in this study
were not included in the economic calculations.

Both direct and indirect costs are considered in
this economic assessment. The costs of clinical
procedures (e.g. diagnostic tests, surgery and
hospitalisation expenses, etc.) and of resource
utilisation (such as doctor’s visits) are direct
costs, and reflect the healthcare perspective.
Indirect costs refer to productivity loss and the
time of sick leave from work brought about by
the clinical procedures performed; the indirect
cost analysis simulates the societal perspective.
Table S1 lists the time of sick leave from work
we assumed and used in the indirect cost analy-
sis for the visits with healthcare practitioners, for
the various diagnostic procedures and for the
eventual colonoscopy-related complications.

Results
Study population and samples

A total of 548 patients were contacted, of whom
492 fulfilled the inclusion criteria. In all, 88

patients were excluded because of the indica-
tion of colonoscopy: 76 because of CRC screen-
ing, 10 for follow up of previously resected
adenoma, and 2 for polyposis syndrome. This
left 404 patients included in the final analysis
(Figure 1).

Baseline characteristics

More than half of the patients were women (59%)
with a median age of 59 years [interquartile range
(IQR) 47-69 years]. 14.1% of patients were active
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
users, while 9.1% of patients were taking aspirin
at the time of colonoscopy. Almost half of the
patients were referred for colonoscopy because of
a recent history of rectal bleeding (41.2%), fol-
lowed by a change in bowel habits, abdominal
pain, diarrhoea and anaemia. Most colonoscopies
were requested by general practitioners (60.2%).
The baseline characteristics of the study popula-
tion are summarized in Table 1.

Endoscopy and laboratory methods

Of the 404 colonoscopies performed, 87 (21.5%)
detected significant colonic pathology, the most
frequent significant colonic pathology being
advanced adenoma, which occurred in 9.6% of
all colonoscopies performed in this study. CCR
was detected in 16 patients (3.9%).

When considered alone, FOBT (I,) and FC (I,)
were positive in 77/404 (19%) and 213/404
(52.6%) of patients, respectively. Both tests (I)
were negative in 169/404 (41.8%) of patients.
Table 2 summarizes the results of colonoscopies
and laboratory tests.

Diagnostic accuracy of faecal tests

For relevant colonic pathology, FOBT (I,)
returned a sensitivity of 50.6%, a specificity of
89.6%, a PPV of 57.1% and a NPV of 86.9%.
FC (I1,) had a sensitivity of 78.2%, a specificity
of 54.4%, with a PPV of 31.9% and a NPV of
90.1%. The combination of both tests (I,), for
example, positivity to at least one of the two
tests, was associated with a sensitivity of 88.5%,
a specificity of 50.3%, a PPV of 32.8% and a
NPV of 94.1%. All these results (sensitivity,
specificity, NPV and PPV) for FOBT, FC and
the combination of both tests for relevant
colonic pathology, as well as for each pathology
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Table 1. Baseline characteristics of the study population.

Gender Female 238 (59%)
Male 166 (41%)
Age 59 (47-69)
Referred by General practitioner 243 (60.2%)
Gastroenterologist 106 (26.2%)
General surgeon 32 (7.9%)
Others 23 (5.7%)
Drugs NSAIDs 57 (14.1%)
ASA 37 (9.1%)
Dicumarinic anticoagulant 7 (1.7%)
Other anticoagulant 13 (3.2%)
Other antiplatelet agent 12 (2.9%)
Indication Rectal bleeding 166 (41.2%)
Change in bowel habit 62 (15.3%]
Abdominal pain 56 (13.8%]
Chronic diarrhoea 50 (12.3%)
Anaemia 47 (11.6%)
Others 23 (5.7%)
ASA, acetylsalicylic acid; NSAIDs, nonsteroidal anti-inflammatory drugs.
Table 2. Endoscopic findings and laboratory test results.
Endoscopic findings Relevant colonic pathology 87 (21.5%)
1. CRC 16 (3.9%)
2. Advanced adenoma 39 (9.6%)
3. IBD 23 (5.7%)
4. Angiodysplasia 5 (1.2%)
5. Microscopic colitis 4.(0.9%)
No relevant colonic pathology 317 (78.4%)
1. Non advanced adenoma 41(10.1%)
2. Other findings 276 (68.3%)
Laboratory tests FOBT Positive 77 (19%)
Negative 327 (81%)
FC Positive 213 (52.6%)
Negative 191 (47.4%)
Combination At least one positive 235 (58%)
Both negatives 169 (42%)

CRC, colorectal cancer; FC, faecal calprotectin; FOBT, faecal occult blood test; IBD, inflammatory bowel disease.

Other findings: include normal colonoscopies, non-complicated diverticular diseases and haemorrhoids.
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Table 3. Sensitivity, specificity, PPV and NPV of FOBT, FC and combination of both tests for relevant colonic
pathology and for each pathology separately.

FOBT FC Combination

Relevant colonic pathology Sensitivity  50.6% 78.2% 88.5%
(n=87/404)

Specificity  89.6% 54.4% 50.3%

PPV 57.1% 31.9% 32.8%

NPV 86.9% 90.1% 94.1%
CRC Sensitivity  87.5% 75% 93.75%
(n=16/404)

Specificity  83.7% 48.2% 43.3%

PPV 18.2% 5.6% 6.64%

NPV 99.4% 97.9% 99.4%
Advanced adenoma Sensitivity  46.15%  66.6% 82%
(n=39/404)

Specificity ~ 83.8% 48.8% 44.46%

PPV 23.4% 12.2% 13.6%

NPV 93.57%  93.2% 98.85%
Advanced neoplasia: CRC + advanced adenoma. Sensitivity  58.2% 69.1% 85.5%
(n=55/404)

Specificity  87.1% 49.9% 46.1%

PPV 41.55%  17.8% 20%

NPV 92.9% 91.1% 95.3%
IBD Sensitivity  43.47%  100% 100%
(n=23/404)

Specificity  82.41%  50.1% 44.3%

PPV 13% 10.8% 9.8%

NPV 96% 100% 100%
Advanced neoplasia + IBD Sensitivity  53.8% 78.2% 89.7%
(n="78/404)

Specificity  89.3% 53.4% 49.4%

PPV 54.5% 28.6% 29.8%

NPV 89% 91.1% 95.3%
Microscopic colitis Sensitivity  25% 50% 50%
(n=4/404)

Specificity  81% 47.25% 41.7%

[Continued]
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Table 3. (Continued)

FOBT FC Combination

PPV 1.3% 0.9% 0.8%

NPV 99% 98.9% 98.8%
Angiodysplasia Sensitivity  20% 100% 100%
(n=5/404)

Specificity  81% 47.8% 42.3%

PPV 1.3% 2.3% 2.1%

NPV 98.7% 100% 100%

CRC, colorectal cancer; FC, faecal calprotectin; FOBT, faecal occult blood test; IBD, inflammatory bowel disease;

NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value.

separately, are summarized in Table 3, while
Table 4 presents these results stratified by gender,
symptoms and age.

ROC curve analysis

The AUC for relevant colonic pathology was
0.741 (95% CI 0.673-0.809) for FOBT; 0.735
(95% CI 0.677-0.794) for FC and 0.815 (95%
CI 0.763-0.868) for the combination of both
tests. The comparison of the AUC results showed
that the combination of FOBT and FC (I;) had a
significant higher diagnostic accuracy compared
with both tests separately (p<<0.05), while no
difference was observed when the diagnostic
accuracy of FOBT (I,) and FC (I,) were compared
(Figure 2).

Pharmacoeconomic analysis

Direct costs analysis: healthcare perspective. In
our cohort, the total cost for the realisation of
404 colonoscopies was €233,016, with an average
of €577 per individual enrolled in the study. Fig-
ure 3a shows how the total costs are distributed;
84.4% of the cost is due to resource utilization
and clinical procedures to diagnose patients,
while the rest is ascribable to colonoscopy-
related complications. Of the 10 patients (2.5%
of the totality of individuals entering the study)
who experienced colonoscopy-related complica-
tions, 5 (50.0%) had no relevant colonic pathol-
ogy; hospitalisation was necessary in only 4
patients (0.99%), in 3 cases due to perforation
and in the other because of abdominal pain in a
patient who had been diagnosed with CRC. The

other six cases reported acute abdominal pain
within 7 days after colonoscopy, but did not
require hospitalization or any specific treatment
(four were managed in the emergency depart-
ment and two in primary care settings). Surgical
treatment due to colonoscopy-related complica-
tions was necessary in the three patients compli-
cated by perforation, two of whom did not have
relevant colonic pathology. We should note that
these patients were older (73 and 79 years old) in
comparison with the median age of our cohort,
and with important comorbidities. The other
case was a 24-year-old woman diagnosed with
Crohn’s disease colitis. These three complica-
tions accounted for €36,279 (15.6% of the total
costs) because of the long hospitalisation neces-
sary for these individuals (57 days in hospital in
total). The average cost per correctly diagnosed
patient is €2678.

In the simulated scenario I; (Table 5), the total
costs associated with the use of the pre-endoscopic
FOBT test alone would have been €110,078 (€273
on average per individual enrolled), colonoscopy-
related complications accounting for 8.3% of the
total costs (€9321, Figure 3b). In 43 patients
(49.4%) with relevant colonic pathology (Figure 4a),
FOBT was below the cut-off, which means that
they would have remained undetected; the costs
brought about by these missed patients account for
18.4% of the total FOBT costs. The average cost
per patient with relevant colonic pathology cor-
rectly identified was €2502 (Figure 4). The total
cost of FOBT testing was €735, which represents
0.7% of the total costs associated with this
diagnostic strategy.

journals.sagepub.com/home/tag

40



Therapeutic Advances in Gastroenterology 13

Table 4. Sensitivity, specificity, PPV and NPV of FOBT, FC and combination of both tests for any relevant

colonic pathology (n=87) stratified by symptoms, gender, and age.

FOBT FC Combination

Indication Rectal bleeding (n=166) Sensitivity 61.5% 79.5% 92.3%
Specificity 90.5% 58.3% 54.3%

PPV 66.7% 36.9% 38.3%

NPV 88.5% 90.2% 95.8%

Change in bowel habit (n1=62)  Sensitivity 54.5% 72.7% 90.1%
Specificity 92.1% 49% 47.1%

PPV 60% 23.5% 27%

NPV 90.4% 89.3% 96%

Abdominal pain (n=56) Sensitivity 20% 50% 60%
Specificity 94.1% 68.6% 64.7%

PPV 25% 11.1% 14.3%

NPV 92.3% 94.6% 94.3%

Chronic diarrhoea (n=50) Sensitivity 38.5% 76.9% 84.6%
Specificity 91.9% 56.8% 54.1%

PPV 62.5% 38.5% 39.3%

NPV 81% 87.5% 90.1%

Anemia (n=47) Sensitivity 41.7% 83.3% 91.7%
Specificity 74.3% 20% 11.4%

PPV 35.7% 26.3% 26.2%

NPV 78.8% 77.8% 80%

Other indications (n=23) Sensitivity 42.9% 85.7% 85.7%
Specificity 87.5% 62.5% 56.2%

PPV 60% 50% 46.2%

NPV 77.8% 90.9% 90%

Gender Female (n=238) Sensitivity 54.2% 79.2% 89.6%
Specificity 90% 55.8% 52.1%

PPV 57.8% 31.1% 32.1%

NPV 88.6% 91.4% 95.2%

Male (n=166) Sensitivity 46.2% 76.9% 87.2%
Specificity 89% 52% 47.2%

PPV 56.2% 33% 33.7%

NPV 84.3% 88% 92.3%

Age =50years old (n=285) Sensitivity 51.5% 75% 88.2%
Specificity 88.5% 47.9% 44.2%

[Continued)
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Table 4. (Continued)

FOBT FC Combination
PPV 58.3% 31.1% 33.1%
NPV 85.3% 85.9% 92.3%
<50years old (n=119) Sensitivity 47.4% 89.5% 89.5%
Specificity 92% 68% 63%
PPV 52.9% 34.7% 31.5%
NPV 90.2% 97.1% 96.9%

CRC, colorectal cancer; FC, faecal calprotectin; FOBT, faecal occult blood test; IBD, inflammatory bowel disease;

NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value.
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Figure 2. ROC for FOBT, FC and combination of both
tests to predict relevant pathology observed during
colonoscopy.

FC, faecal calprotectin; FOBT, faecal occult blood test; ROC,
receiver operator curve.

The simulated use of FC alone (I,, Figure 3c)
would have cost in total €178,730 (€442 per indi-
vidual entering the study, on average), €36,128
(20.2% of total costs) in complications that led to
an emergency room (ER) visit, hospitalisation
and, in some cases, surgery; at the threshold
selected, 19 patients (21.8%) with relevant
colonic pathology would have been missed, con-
tributing to 6.6% of total costs. In I,, the average
cost per correctly identified patient is €2628. The

total costs associated with the FC tests were
€3030 (1.7% of total costs).

The combined simulated usage of both pre-
endoscopic tests (I;, Table 5 and Figure 3d)
would have costed € 185,151 in total (€ 458 per
person on average), complication costs being €
36,128 (19.5%); 10 patients (11.5%) with rele-
vant colonic pathology would have been missed,
accounting for 3.3% of total costs. The average
cost per correctly diagnosed patient is €2404.
The pre-endoscopic tests performed cost €3765
in total, that is 2.0% of the total costs of this
diagnostic approach. Figure 4 shows that
FOBT+FC is the most cost-effective pre-endo-
scopic intervention, as it allows for €254 savings,
on average, per patient correctly identified.

Indirect costs analysis - societal perspective.
Indirect costs were added to the direct costs only
for the 211 individuals (52.2%) still actively work-
ing at the time they entered the study. In the
simulations performed, 54 (13.4%) workers con-
tributed to the indirect costs of the I, FOBT anal-
ysis, 101 (25.0%) to the I, FC analysis, while 110
(27.2%) I, to the FOBT +FC simulation. Table 5
shows that indirect costs increase the total costs
by 10.7% in the colonoscopy setting, by 10.0% in
the FOBT analysis, by 8.7% in the FC simulation
and by 5.4% in FC+FOBT.

Discussion

Study population and samples

This study evaluates the diagnostic accuracy of
two faecal non-invasive biomarkers (FOBT and
FC), in symptomatic patients referred for

journals.sagepub.com/home/tag

42



Therapeutic Advances in Gastroenterology 13

15.6%

0%

m Colonoscopy-related complications
@ Diagnostic procedures
® Procedures ascribable to missed patients

(a)

20.2%

6.6%
73.2%

m Colonoscopy-related complications
@ Diagnostic procedures
| Procedures ascribable to missed patients

(©)

73.3%

8.3%

18.4%
m Colonoscopy-related complications
@ Diagnostic procedures
= Procedures ascribable to missed patients

(b)
19.5%
3.3%

77.2%

= Colonoscopy-related
@ Diagnostic procedures
= Procedures ascribable to missed patients

(d)

complications
s

Figure 3. Total direct cost breakdown for each diagnostic strategy: in green, the costs of clinical procedures
and resource utilisation needed to reach diagnosis, in blue the costs brought about by colonoscopy-related
complications, and in red the costs ascribable to those patients with relevant colonic pathology that were
missed in each diagnostic strategy. (a) Colonoscopy; (b) FOBT; (c) FC; (d) FOBT+FC.

FC, faecal calprotectin; FOBT, faecal occult blood test.

colonoscopy mostly from the primary care level
(60.2%), but also from secondary care. This rep-
resents the major difference when comparing our
results with those of other studies conducted with
similar design,?!»?2 in which only patients referred
from primary care level were included.

Endoscopy and laboratory methods

In our study, the combination of FOBT and FC
(I5) showed better diagnostic accuracy perfor-
mance compared with each test used alone (I,—
I,). Our findings differ from the conclusions
reached in other studies,?:22 in which FOBT
appeared to be superior to FC, and the combi-
nation of both tests did not appear to provide
additional information. This difference can be
ascribed either to differences in the origin of the
population mentioned above, or, and most
likely, to the cut-off values chosen (any

detectable faecal hemoglobin in the studies by
Mowat ez al.?! and Widlak ez al.?? and 20 ng/g in
our study).

A negative result of FOBT with the cut-off used
in our study showed a NPV for CRC >99%,
similar to the NPV obtained in these studies with
lower cut-off, and also close to the NPV (97.9%)
reported by Cubiella er al.,'* using the same cut-
off of 20 pg/g. It is important to highlight that, in
our population, two CRC cases were not detected
by FOBT used alone (I,), and with the combina-
tion of both tests (I5), one case still passed
undetected.

The improvement in diagnostic accuracy
reached with the combination of both tests lies
not simply in the known capacity of FC in
diagnosing inflammatory bowel disease (FOBT
resulted negative in 13/23 patients, while FC
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Figure 4. Cost-effectiveness results of each
non-invasive diagnostic strategy compared with
the direct colonoscopy approach obtained when
exploring the cost per correctly identified patient
with relevant colonic pathology. Thanks to its ability
of correctly identifying 88.5% (77/87) of the patients
with pathology, the FOBT+FC strategy (green] is
associated with the highest average savings (€] per
patient correctly identified (€254) compared with
colonoscopy. The FOBT and FC approaches are
depicted in red and in blue, respectively.

FC, faecal calprotectin; FOBT, faecal occult blood test.

correctly detected all the cases), but also in its
ability to detect advanced adenomas (FOBT
was negative in 21/39 patients with advanced
adenoma, whereas with the combination of
both tests only seven cases were not
diagnosed).

The specificity of FC used alone for the diagnosis
of IBD was 50.1%, which appears to be low when
compared with other studies exclusively designed
to differentiate between IBD and irritable bowel
syndrome patients!8; however, this figure is simi-
lar to that found in other studies conducted in
non-selected symptomatic patients (the specific-
ity was quantified as 39.3% in the study by Mowat
et al.).?!

However, despite the high NPV for the combi-
nation of both tests (94.1%), it should be noted
that 10 patients with significant colon pathology
had a negative result for both FC and FOBT.
These 10 cases are summarized in Table 6. In
particular, one case of CRC would potentially
have been missed if relying only on the combi-
nation of the two pre-endoscopic tests. However,
the patient was a woman of 55years old who
presented rectal bleeding, so colonoscopy would
have been appropriately indicated according to

Table 5. Pharmacoeconomic results of the study, comparing the direct colonoscopy diagnostic strategy with the three different

non-invasive pre-endoscopic interventions.

Colonoscopy |, - FOBT l,-FC ;- FC + FOBT
Total direct costs €233,016 €110,078 (47.2%) €178,730(76.7%)  €185,151 (79.5%)
(% of the costs of the direct colonoscopy strategy)
Total direct + indirect costs €260,963 €122,391 (46.9%) €195,720 (75.0%) €195,720 (75.0%)
(% of the costs of the direct colonoscopy strategy)
Average direct cost per patient correctly identified €2678 €2502 €2628 €2404
Average direct + indirect cost per patient correctly ~ €3000 €2782 €2878 €2542
identified
Number (%) of patients with relevant colonic 0 (0.0%] 43 (49.4%) 19 (21.8%) 10 (11.5%)
pathology missed in each strategy
Number (%) of colonoscopies that can be avoided 0 (0.0%]) 284 (70.3%) 172 (42.6%) 159 (39.4%)
based on the pre-endoscopic test results
Total costs of non-invasive tests (FOBT and/or FC) €0 €735 €3030 €3765

FC, faecal calprotectin; FOBT, faecal occult blood test.
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Table 6. Patients with significant colonic pathology missed using FOBT + FC.

Patient ID Gender Age Symptom Pathology

156 Female 55 Rectal bleeding Colorectal cancer

268 Male 57 Rectal bleeding Advanced adenoma (villous component)
314 Female 66 Abdominal pain Advanced adenoma (>3 adenomas)

333 Male 69 Change in bowel habit Advanced adenoma (>3 adenomas)

372 Male 61 Rectal bleeding Advanced adenoma (villous component)
385 Male 62 Weight loss Advanced adenoma (>1cm)

414 Female 72 Anemia Advanced adenoma (>1cm)

422 Male 80 Abdominal pain Advanced adenoma (villous component)
453 Male 41 Diarrhoea Microscopic colitis

477 Female 37 Diarrhoea Microscopic colitis

FC, faecal calprotectin; FOBT, faecal occult blood test.
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Figure 5. Distribution of patients in the different slightly positive FC ranges (50-250 nug/g). (a) Most healthy
patients fall into the category 50-99 ug/g. (b) Distribution in patients with relevant pathology, with no
predominance of any range.

FC, faecal calprotectin.

the NICE guidelines.!® The NPV for the combi- Therefore, FOBT and FC used in combination
nation of both tests is higher in females (95.2%) appear to be useful markers to determine which
and in younger patients (96.9% in patients symptomatic patients need further endoscopic
younger than 50years old, 100% when consid- examinations, but they cannot fully replace accurate
ering only advanced neoplasia + IBD). clinical judgement, and colonoscopy may be
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necessary even for patients in which both tests are
negative. In the study reported by Widlack ez al.,??
24 out of 799 patients were diagnosed with CRC
(prevalence of 3%, comparable to the 3.9% preva-
lence found in this study), 3 were not detected by
FOBT alone, and 1 case was both FOBT and FC
negative; these results are similar to those found in
our cohort.

The positivity rate of FOBT (19%), is lower than
that found in similar studies (58.3% in the study
by Mowat er al.). This is due mainly to the differ-
ent cut-off value. However, when applying the
same cut-off values, we found that the positivity
rate of FC is comparable (52.6% in our study,
60% in the study by Mowat er al.).?!

One might believe that performing FOBT in a
patient presenting with rectal bleeding (41.2%
in our population) makes no clinical sense.
However, this indication is also frequent in
other studies, where it is reported that, after an
episode of transient rectal bleeding, FOBT can
be negative in a considerable proportion of
patients, due mostly to haemorrhoids. In our
population, 166 patients presented with rectal
bleeding, and in 127 of them no significant
colonic pathology was found (76.5%, compara-
ble to the figure reported by Mowat er al. —
79%).21 Of patients presenting with rectal
bleeding, 78.3% had negative FOBT, with a
NPV for significant pathology in this subgroup
of 88.5%. Therefore, performing FOBT in
patients with previous episodes of rectal bleed-
ing can be a useful strategy.

Another finding of this study is that nearly 80%
of the colonoscopies showed no significant
pathology, a result similar to that reported in
most of the studies mentioned previously.%14:21,22
The prevalence of CRC was 3.9%, comparable
to that reported in similar studies (3% reported
by Widlack et al., 3.7% by Mowat et al.).?1:22
These facts further highlight the need to find
strategies to avoid these unnecessary colonosco-
pies. Regarding the endoscopy-related compli-
cations, 10 patients (2.5%) attended -either
primary care or the emergency department in
the 7 days after colonoscopy due to symptoms
related to this procedure; 4 required hospitaliza-
tion and surgery was needed in 3 cases. These
figures are comparable with those reported in
other studies.”»26

Pharmacoeconomic analysis

Some pharmacoeconomic analyses are available
in the literature on the use of FOBT for CRC
screening, or on the use of FC to distinguish IBD
from IBS. This is the first prospective economic
analysis on the use of these markers in association
to diagnose relevant colonic pathology, and this is
a strength of this study.

The economic results show that the combined
use of FOBT and FC is the most cost-effective of
the three pre-endoscopic interventions consid-
ered, as it combined the highest savings with
respect to the scenario ‘direct colonoscopy’
(Figure 4, €254 on average per correctly identi-
fied patient) with the lowest rate of missed
patients (10). FOBT and FC used alone do not
appear to be an optimal choice, as the first test
misses almost half of the patients with relevant
colonic pathology, while the second marker is
associated with higher costs (comparing I, and
I,, Figure 3c). Moreover, it is worth noting here
that the cost of the i virro tests is negligible (2%
at the most) compared with the total costs
brought about by invasive methods.

Limitations

Regarding limitations, in our study, even people
with a slightly positive FC test result are sent
straight for colonoscopy; however, when used to
rule out IBD, individuals with slightly positive FC
test results (between 50 and 250ug/g) are usually
re-tested before being sent for colonoscopy, to
increase cost-effectiveness.?” In our cohort, out of
the 136 individuals (33.7%) with a slightly positive
result to FC, 103 did not have relevant colonic
pathology, and most of them (70.9%) had a result
lower than 150 ug/g (Figure 5). We could speculate
that re-testing these patients with FC to decide the
actual need for a colonoscopy, as has been recom-
mended in several studies and guidelines,?® could
contribute to increasing cost-effectiveness, and
that our cost savings associated with FOBT+FC
may be actually underestimated. Further research
is needed in this field.

Another limitation of our pharmacoeconomical
analysis is that it is difficult to estimate the costs
of delayed diagnosis in scenarios I,-I;, as in our
cohort every patient underwent a colonoscopy.
Most patients with both negative biomarkers and
relevant pathology (Table 6) were diagnosed

journals.sagepub.com/home/tag

46



Therapeutic Advances in Gastroenterology 13

with advanced adenomas. It has been reported
that there is a discrepancy in the result between
different FOBT samples from the same patient
taken in different days, as high as 42% in patients
with advanced adenoma and 25% with CRC,
possibly due to the intermittent bleeding of these
lesions.2?? Therefore, taking into account that the
time for adenomas to progress into cancer is
long, repeating both biomarkers, a procedure
that is non-invasive and cheap, could be an effec-
tive strategy to avoid a delay in significant diag-
nosis. Prospective studies with this design are
needed.

Conclusion

The use of FOBT combined with FC prior to
endoscopic evaluation in symptomatic patients
appears to be a useful strategy to select patients
with lower risk of significant colonic pathology.
As these are non-invasive tests that can be per-
formed at the primary care level, this strategy
could greatly reduce the number of unnecessary
referrals to endoscopic units. According to the
results of our pharmacoeconomic analysis, we
can also conclude that the combination of both
tests is less costly and more effective than the
other diagnostic alternatives considered, allowing
not only to simply avoid unneeded colonoscopies
and to prioritise those with higher risk of pathol-
ogy, but also to reduce the unwanted costs derived
from these interventions and their potential
complications.
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Table 1. Unit costs used in the pharmacoeconomics analysis, and estimated time of

absenteeism from work used to estimate the indirect costs associated with the study.

Doctor visits Unit cost Estimated time of
absenteism from
work
GP visit (1t visit) 55€2° 1 hour
GP visit (subsequent visit) 55 € 2> 1 hour
Specialist visit (1st visit) 201 €2 4 hours
Specialist visit (subsequent visit) 100 € % 4 hours
Diagnostic procedures Unit cost Estimated time of
absenteism from
work
Colonoscopy 250 €25 1 day
Biopsy 91€ %
Polipectomy 355 €25
FOBT 1.82 €*
FC 7.50 €*
Procedures due to colonoscopy-related | Unit cost Estimated time of
complications absenteism from
work
Emergency room — visit 151 €% 1 day
Emergency Room — day spent there 582 €7%°
Hospitalisation 582 €7%°
Minor surgery 175 €2 1 day
Major surgery 1,164 €% Recorded days of
hospitalisation
Indirect costs Unit cost Estimated time of
absenteism from
work
Gross monthly salary in Spain in 2016 2,189 € **

FOBT: Faecal occult blood test. FC: Faecal calprotectin.

*Cost of performing FOBT and FC in Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa

(zaragoza) biochemistry laboratory.

**G@ross monthly salary according to European Union statistics:

https://ec.europa.eu/eurostat/web/main/home
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Capitulo 2: Combinacion de sangre oculta en heces, calprotectina fecal y un test rdpido que
detecta 4 marcadores fecales en poblacién de cribado de cancer colorrectal.

2.1 Metodologia

Se trata de un estudio observacional prospectivo incluyendo de forma consecutiva pacientes a
los que se habia programado una colonoscopia en el marco del programa de cribado de CCR en
el area de salud del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza. Este programa de
cribado estd basado en un test de SOHi con un punto de corte de 20 pgr/gr, por lo que todos los
pacientes incluidos tenian un resultado positivo de esta prueba. Se incluyeron pacientes a los
gue se habia solicitado una colonoscopia por esta indicacidn entre enero y junio de 2018. De
forma analoga al capitulo 1, se contactd con los pacientes aproximadamente una semana antes
de la colonoscopia para informarles acerca del estudio y se les indicaba que debian recoger una
muestra de heces antes de comenzar con la preparacién. Se excluyd a pacientes en los que tras
revisar la historia clinica la colonoscopia se habia solicitado por otra indicacién (principalmente
por SOHi para estudio de sintomas programada como cribado), si no se disponia de muestra
fecal, o si la colonoscopia finalmente no se habia realizado.

En las muestras fecales se analizé6 SOHi y CF mediante test cuantitativos, utilizando dos test
distintos a los del capitulo 1. Se exploraron varios puntos de corte de la SOHi (cualquier valor
detectable, 5 pgr/gry 20 pgr/gr). Para la CF se utilizd 50 pgr/gr como punto de corte. Asi mismo,
se realizé un test rdpido basado en inmunocromatografia de flujo lateral que detecta de forma
simultanea e inmediata SOHi, CF, TF y LF. Este test es sencillo de usar e interpretar, no requiere
material de laboratorio y solo ofrece resultados “positivo” o “negativo” en funcion de si se tifien
o no dos lineas (test y control) en las ventanas de resultados del test. Los puntos de corte
establecidos en el test rapido son 5,1 pgr/gr para SOHi, 0,4 ugr/gr para TF, 50 pgr/gr para CFy
10 pgr/gr para LF.

La variable resultado para la que se estudio el rendimiento diagndstico de estos marcadores fue
la presencia de neoplasia avanzada, definida como CCR o adenoma avanzado. Se utilizaron los
mismos criterios para la definicion de adenoma avanzado que en el capitulo 1 (5). Los adenomas
no avanzados también se registraron, aunque no se valoraron como una de las lesiones a
detectar. No se tuvieron en cuenta otros diagndsticos dado que el objetivo de los programas de
cribado es la deteccion de CCR y lesiones precursoras.

El objetivo principal del estudio fue evaluar si alguno de estos marcadores o sus combinaciones
es capaz de mejorar el rendimiento diagndstico de la SOHi aislada en esta poblacién. Se
estudiaron los valores medios de los marcadores cuantitativos para cada categoria diagndstica
(CCR, adenoma avanzado, adenoma no avanzado, colonoscopia normal). Se analizd el
rendimiento diagndstico de cada marcador y sus posibles combinaciones, calculando valores de
sensibilidad, especificidad, VPN y VPP para neoplasia avanzada, CCR y adenoma avanzado. Se
calculé también el ABC para diagndstico de neoplasia avanzada y CCR de cada marcador y de sus
combinaciones.
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2.2 Resultados

En total se incluyeron 336 pacientes del programa de cribado de CCR con resultados de
colonoscopia y de los 3 test fecales. La mediana de edad de los pacientes fue de 64 afios (rango
intercuartilico 61 — 67 afios) y el 64% (215/336) fueron hombres.

La prevalencia de neoplasia avanzada fue del 38.4% (129/404), incluyendo 107 casos de
adenoma avanzado (31,8%) y 22 casos de CCR (6,5%). En 54 pacientes se detectaron Unicamente
adenomas no avanzados (16,1%). En el resto de las exploraciones no se detectaron adenomas
ni CCR, lo que supone un 45,5% de esta cohorte.

Las tasas de positividad de los marcadores fecales cuantitativos fueron de 81,8%; 43,2% y 21,7%
para SOHi utilizando los 3 distintos puntos de corte analizados (cualquier valor detectable, 5
pgr/gry 20 pgr/gr) y de 55,7% para CF. Respecto a los 4 marcadores del test rapido, las tasas de
positividad fueron de 38,1% para SOHi, 28% para TF, 64,3% para CF y 8,6% para LF.

Los valores medios de SOHi fueron significativamente mayores en pacientes con neoplasia
avanzada (12,7 vs 2,24 pgr/gr), encontrando también diferencias significativas con valores
crecientes entre pacientes con CCR, adenoma avanzado y pacientes sin neoplasia avanzada. Por
el contrario, no hubo diferencias significativas en los valores de CF entre las diferentes categorias
diagnésticas, incluyendo la comparacion entr pacientes con CCR y colonoscopias normales
(Table 2 manuscrito original). La sensibilidad, especificidad y valores predictivos de los test de
SOHiy CF cuantitativos, con los distintos puntos de corte analizados, se detallan en el manuscrito
original (Table 1). La SOHi con un punto de corte de 20 pgr/gr, mostré una sensibilidad y
especificidad para neoplasia avanzada de 42,6% y 91,3%, siendo estos valores 72,7% y 81,8%
para CCR. Estas cifras de sensibilidad, especificidad y valores predictivos para cada uno de los
marcadores del test rapido se detallan también en el manuscrito original (Table 3). A destacar
que un resultado positivo tanto de la CF del test rdpido como de la LF no se asociaron a un riesgo
significativamente superior de neoplasia avanzada (p = 0,235 para CF, p = 0,052 para LF, Table
3).

Los valores de ABC para diagndstico de neoplasia avanzada fueron de 0,725 para SOHi
cuantitativa y 0,477 para CF cuantitativa. Respecto a los marcadores incluidos en el test rapido,
estos valores fueron de 0,700 para SOHi, 0,625 para TF, 0,532 para CF y 0,531 para LF. La
combinacion de los 4 marcadores del test rapido tuvo un ABC de 0,681 (calculada teniendo en
cuenta los cuatro posibles puntos de corte segun el nUmero de test positivos). Las ABC de SOHi
cuantitativa para diagndstico de neoplasia avanzada (0,725) y CCR (0,850) fueron superiores a
las de cualquier otro marcador aislado. Ninguna combinacién estudiada mostré un ABC
significativamente superior al de la SOHi para diagnéstico de neoplasia avanzada o CCR en esta
poblacién.
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Background: Screening with fecal occult blood test reduces colorectal cancer (CRC)
incidence and mortality, and is currently implemented in most countries. However,
around 40% of screening colonoscopies are normal. Thus, strategies to avoid these
colonoscopies are highly necessary. Adding other fecal biomarkers, such as fecal
calprotectin (FC), lactoferrin, and transferrin may be useful, but evidence is scarce.

Aims: To evaluate the diagnostic accuracy of fecal occult blood immunochemical test
(FIT), FC, and a one-step combo card test for the simultaneous semi-qualitative detection
of human hemoglobin (hHb), transferrin (hTf), calprotectin (hCp) and lactoferrin (hLf) in a
CRC screening program population.

Methods: Single-center, prospective observational study, enrolling patients included
in a CRC screening program, referred for a colonoscopy due to a positive FIT test.
Participants collected a stool sample prior to bowel preparation, and FIT, FC and the
combo semi-qualitative tests were performed on the sample. Sensitivity, specificity,
positive and negative predictive values and area under receiver operator curve (AUC)
for diagnosis of advanced neoplasia, advanced adenoma and CRC were estimated for
each biomarker and their combinations. The primary endpoint of the study was to assess
whether these biomarkers could improve the diagnostic accuracy of FIT alone.

Results: 336 consecutive patients (64% males) were recruited. Advanced
neoplasia was found in 129/336 (38.4%) patients, and of these, 22/336 (6.5%)
were diagnosed of CRC. 153/336 (45.5%) colonoscopies were completely
normal. The AUC for the diagnosis of advanced neoplasia were 0.725 (95%Cl
0.665-0.784) for FIT, 0.477 (95%CIl 0.413-0.541) for FC and 0.732 (95%CI
0.674-0.791) for the combination of both (FIT 4+ FC) quantitative tests. The
AUCs for the combo test were 0.70 (95%CI 0.641-0.760) for hHb, 0.625
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(95%CI 0.562-0.698) for hTf, 0.532 (95%CI 0.469-0.595) for hCp, 0.531 (95%Cl
0.466-0.595 ) for hLf and 0.681 (95%CI 0.620-0.741) for the combination of the

four biomarkers.

Conclusion: In average-risk population, FIT appears to be the best fecal marker for
the diagnosis of CRC and advanced adenoma. None of the other biomarkers explored
or their combinations provided a better diagnostic accuracy. Only hTF showed an
acceptable diagnostic accuracy. FC and hLF were not useful in this setting.

Keywords: colorrectal cancer, screening, fecal occult blood, fecal calprotectin, fecal transferrin, fecal lactoferrin,

rapid tests

INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is the third most commonly diagnosed
cancer and the second in terms of mortality worldwide (1). Its
incidence is expected to increase globally in the following years
(2). Male sex and advanced age are well-recognized risk factors
for CRC, as well as family history and environmental factors (3).
CRC screening in averaged risk population using fecal occult
blood test, followed by colonoscopy if positive, reduces both its
incidence and mortality, being a cost-effective strategy (4-6).
The fecal immunochemical test (FIT) it is now recommended
as the first option for the CRC screening programs due to its
clear advantages over the guaiac based test (7, 8). Its cut-off value
can be chosen according the availability of endoscopic resources
and the epidemiology of CRC in each population (9, 10). Based
on this evidence, most European countries with CRC screening
programs are currently using FIT with cut-off values between 20
and 30 pgr/gr (11).

However, FIT is not a perfect test (12). CRC screening
programs around Europe have reported a 9.8-33.5% of advanced
adenomas and 2.16-10.1% of CRC in colonoscopies performed
(11), which means that a considerable proportion of these
colonoscopies did not find any relevant pathology. Consequently,
these patients without pathology are exposed to the non-
negligible risk of endoscopy-related complications (13), and
colonoscopy waiting lists are considerably increased (14). In
order to improve the diagnostic accuracy of FIT in CRC
screening, several strategies have been proposed.

The options of increasing the FIT cut-oft (15, 16) or repeating
FIT (17, 18) have been already explored. However, data regarding
diagnostic accuracy of other fecal biomarkers in this setting are
scarce. Fecal calprotectin (FC) is a biomarker which correlates
well with bowel inflammation. It is widely used for diagnosis
and monitoring of inflammatory bowel disease (19, 20). Data
regarding its diagnostic accuracy in symptomatic population are
variable (21-23). However, there is almost no evidence regarding
its diagnostic accuracy in an average risk screening population.
In 2004, FC test was compared with FIT in a CRC screening
program cohort, concluding that FC cannot be recommended
in this setting due to an insufficient adenoma detection rate
(24). Fecal transferrin is released together with hemoglobin when
bleeding and it has been suggested to increase the sensitivity
of FIT. However, in a study published in 2018, in a CRC
screening cohort neither transferrin nor its combination with

FIT had a better diagnostic accuracy than FIT alone (25). Fecal
lactoferrin, similar to FC, has mainly been used to evaluate
activity in inflammatory bowel disease patients (26). In a study
performed in 872 patients referred for colonoscopy, lactoferrin
showed a sensitivity of 50% for CRC and 15.9% for advanced
adenoma (27).

In this study, we analyze these four fecal biomarkers, alone
and in combination, in a CRC screening population referred for
colonoscopy (due to a previous positive FIT), in order to explore
whether they can enhance the diagnostic accuracy of FIT alone.

MATERIALS AND METHODS
Study Population

We performed a single-center, prospective observational study,
enrolling patients included in the CRC screening program of
the health area of University Clinic Hospital Lozano Blesa
(Zaragoza), a general tertiary hospital. CRC screening program in
our area is performed with FIT (FOB Gold®, SENTiFIT, Sysmex-
Sentinel CH. SpA, Barcelona, Spain), a different test than the one
evaluated in this study, with a cut-off of 20 pgr/gr. CRC screening
program has been started in the 60 to 70 aged population, so
all patients included belong to this age group Colonoscopy is
indicated to all positive FIT patients.

CRC screening participants referred for colonoscopy because
of a previously positive FIT result between January and June 2018
were consecutively enrolled in the study. Patients were contacted
by the investigators approximately 1 week before colonoscopy
was scheduled to inform about the study. Those who agreed
to participate, were asked to collect a stool sample the day
before starting colonic preparation, keep it refrigerated and bring
it to the hospital the day of the colonoscopy. Every patient
signed a written informed consent before being included in the
study. Ethical approval was granted by the local ethic committee
(CEICA-Regional Ethical Committee of Aragén).

Patients were excluded for the final analysis if the colonoscopy
was requested for other indication (FIT in symptomatic patients,
adenoma or CRC follow-up, family or personal history of CRC,
polyposis, and inflammatory bowel disease follow-up), if the stool
sample returned was insufficient or unsuitable for the analysis or
if they had not signed the informed consent.

Fecal Tests

The following fecal tests were performed:
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1. FIT, by FOB Turbilatex® (Certest Biotec S.L, Zaragoza,
Spain). Several cut-offs (5 pgr/gr, 20 pgr/gr and any detectable
hemoglobin) were used for this study.

2. FC, by Calprotectin Turbilatex® (Certest Biotec S.L,
Zaragoza, Spain), with a cut-off of 50 pgr/gr.

3. FOB+Transferrin4Calprotectin4Lactoferrin® (Certest
Biotec S.L, Zaragoza, Spain), a one-step colored
chromatographic inmmunoasay for the simultaneous

semi-qualitative detection of human hemoglobin (hHb),
human transferrin (hTf), human calprotectin (hCp) and
human lactoferrin (hLf). Cut-off values of the test were 5.1
wg/gr for hHb, 0.4 pg/gr for hTf, 50 wg/gr for hCp and 10
wg/gr for hLf. Results can be only “positive” or “negative.”
The test was performed and read by trained investigators.

Colonoscopy and Definitions

We defined advanced neoplasia as the presence of either CRC
or advanced adenoma (any adenoma >10mm, with villous
component or high grade dysplasia, or > 3 adenomas) (28). Non-
advanced adenomas as well as other non-neoplastic pathology
were also registered and included in the final analysis. All
diagnoses were confirmed histologically.

Endpoint of the Study

The primary endpoint was to assess whether any of these
biomarkers or their available combinations could improve the
diagnostic accuracy of FIT alone for the diagnosis of advanced
neoplasia in an average-risk population (individuals aged 50 years
or older without other risk factors).

Secondary endpoints were to describe the diagnostic accuracy
of these biomarkers individually for diagnosis of advanced
adenoma and CRC, and to evaluate the prevalence of advanced
adenoma and CRC in our CRC screening population.

Statistical Analysis

A descriptive analysis of the patients included was performed.
Continuous variables were expressed as mean with standard
deviation or median with interquartile range. Qualitative
variables were described with frequencies and percentages.
Kolmogorov-Smirnov test was used to assess if continuous
variables followed a normal distribution. Chi-square, Kruskal-
Wallis and Mann-Whitney U tests were used to evaluate the
relationship between different variables. Sensitivity, specificity,
positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV)
and area under receiver operator curve (AUC) were calculated
for each fecal test and for their possible combinations, to detect
advanced neoplasia, CRC and advanced adenoma. A logistic
regression analysis was performed to calculate the AUC of FIT
combined with FC (both quantitative variables). The method of
DeLong et al. (29) was used to test the statistical significance
of the differences between AUCs. SPSS version 26 and MedCalc
version 13.3 were used for statistical analysis.

We calculated the sample size for this study based on the
results of a pilot study carried out in 173 patients, which
obtained a 33.5% prevalence of advanced neoplasia. Sensitivity
and specificity results were 81 and 54.8% for FIT; 56.9 and 40%
for FC. A sample size of 273 patients would be necessary to

estimate the diagnostic accuracy of these tests and find differences
between them, with a confidence level of 95% and a power of 80%.
EPIDAT version 3.1 was used to calculated sample size.

RESULTS

Baseline Characteristics of Patients

A total of 365 patients were contacted, of whom 341 agreed to
participate in the study (93.4% participation rate). Five patients
were excluded due to exclusion criteria (colonoscopy requested
due to gastrointestinal symptoms or family history of CRC).
Thus, 336 participants were included in the final analysis. Median
age was 64 years (interquartile range 61-67 years), and 215 (64%)
were male. Regarding concomitant treatments, 33 (9.8%) were
active non-steroidal anti-inflammatory drugs users, 46 (13.7%)
were taking low dose aspirin, 8 (2.4%) other antiplatelets, 11
(3.3%) were anticoagulated with acenocumarol and 12 (3.6%)
with new oral anticoagulants.

Colonoscopy Findings and Fecal Tests
Advanced neoplasia was detected in 129 (38.4%) of the
participants. Of these, 107 (31.8%) were diagnosed with advanced
adenomas and 22 (6.5%) with CRC. Non-advanced adenomas
were found in 54 (16.1%) patients. A total of 153 (45.5%)
colonoscopies were completely normal.

Positivity rates of the quantitative fecal tests were 81.8, 43.2,
and 21.7% for FIT using 0 pg/gr, 5 wg/gr and 20 pg/gr as cut-
offs, respectively, and 55.7% for FC. Regarding the 4 biomarkers
combo test, positivity rates were 38.1% for hHb, 28% for hTf,
64.3% for hCp, 8.6% for hLf and 84.5% when any of them
was positive.

Diagnostic Accuracy of Fecal Tests

The sensitivity, specificity and predictive values of FIT with
different cut-offs, FC and their possible combinations for
detection of advanced neoplasia, CRC and advanced adenoma
are summarized in Table 1. Median values of FIT and FC
results in CRC, advanced adenoma, non-advanced adenoma
and normal colonoscopies are represented in Table 2. For the
four simultaneous biomarker semi-qualitative combo test, the
sensitivity, specificity and predictive values of each biomarker
and their combination are summarized in Table 3. When
analyzing the combination of different tests, we have considered
as a positive result if any of the tests turned positive.

Receiver Operator Curve Analysis
The AUC for advanced neoplasia detection were 0.725 (95%CI
0.665-0.784) for FIT, 0.477 (95%CI 0.413-0.541) for FC
and 0.732 (95%CI 0.674-0.791) for the combination of both
quantitative tests. For CRC diagnosis, the values were 0.850
(95%CI 0.758-0.943) for FIT, 0.588 (95%CI 0.471-0.705) for FC,
and 0.824 (95%CI 0.706-0.942) for their combination. AUC of
FIT, FC and their combination are represented in Figure 1.
Regarding the four biomarker simultaneous semi-qualitative
combo test, the AUCs are summarized in Table 4 and represented
in Figure 2. The AUC for the combination of the four tests was

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

June 2021 | Volume 8 | Article 665786

54



Hijos-Mallada et al.

Fecal Biomarkers, Colorectal Cancer Screening

TABLE 1 | Diagnostic accuracy of quantitative FIT, FC and its combination.

FIT FIT AT AT FIT FIT FC
> 0 ng/gr >0 pg/gr + FC > 5 pg/gr > 5png/gr + FC > 20 png/gr > 20 pg/gr + FC
Number of positive tests n =275 n =301 n =145 n =241 n=73 n =219 n =187
Advanced  Sensitivity 86.82% 92.24% 64.34% 81.39% 42.63% 68.99% 50.38%
neoplasia  Specificity 21.25% 12.07% 70.04% 34.29% 91.30% 37.68% 41.06%
’(73;4159 PPV 40.72% 39.53% 57.24% 43.56% 75.34% 40.82% 34.75%
4%) NPV 72.13% 71.42% 75.91% 74.74% 71.86% 66.1% 57.04%
p-value p =0.062 p =0.207 p < 0.001 p =0.02 p < 0.001 p =0.247 p=0.125
OR (95% CJ) 1.78(0.97-3.27) 1.63(0.75-3.52) 4.22 (2.65-6.73) 2.28 (1.34-3.87) 7.84 (4.3-14.1)  1.32(0.83-2.1)  0.71(0.45-1.1)
CRC Sensitivity 95.45% 100% 86.36% 100% 72.72% 90.91% 63.63%
n=22 Specificity 19.10% 11.14% 59.87% 30.25% 81.84% 36.94% 44.90%
(6.5%) PPV 7.6% 7.3% 13.1% 9.13% 21.91% 9.17% 7.48%
NPV 98.36% 100% 98.42% 100% 97.72% 98.31% 94.63%
Advanced  Sensitivity 85.04% 90.65% 59.81% 77.57% 36.44% 64.48% 47.66%
adenoma  Specificity 19.65% 10.92% 64.62% 31% 85.15% 34.36% 40.61%
2731:810‘/))7 PPV 33.09% 32.22% 44.13% 34.44% 53.42% 31.65% 27.27%
8%
NPV 73.77% 71.43% 77.48% 74.73% 74.14% 67.24% 62.41%

FIT, fecal immunochemichal test; FC, Fecal calprotectin; PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value; CRC, colorectal cancer; OR, odds ratio, risk of presenting

pathology with a positive fecal test compared to a negative result; Cl, confidence interval. “p-values” were calculated using x2 test.

TABLE 2 | Median values of FIT and FC results in advanced neoplasia, CRC, advanced

adenomas, non-advanced adenomas and normal colonoscopies.

FIT. Median (IQR) p-value FC. Median (IQR) p-value
Advanced neoplasia 12.7 (68.19) ng/gr p < 0.001 51.59 (108.4) ng/gr p=0.472
No advanced neoplasia 2.24 (5.3) no/gr 61.54 (107.4) no/gr
CRC 112.75 (420.86) ng/gr p < 0.001 69.79 (125) ng/gr p=0.316
Advanced adenoma 9.10 (37.40) png/gr p =0.05 47 (104.3) ng/gr
Non-advanced adenoma 4 (7.70) no/gr p =0.09 61.01 (84.2) ng/gr

Normal colonoscopies 2.08 (4.9) ng/gr

p < 0.001 vs. AA.

61.54 (109) wg/gr

FIT, fecal immunochemichal test; FC, Fecal calprotectin; IQR, interquartile range; AA, advanced adenoma; CRC, colorectal cancer. Kolmogorov-Smirnov test was used to conclude that
neither FIT nor FC values follow a normal distribution. “p-values” were calculated using Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests. Mann-Whitney U test was performed to evaluate the
differences of FIT/FC values between the two main findings (advanced neoplasia vs. no advanced neoplasia). Kruskal-Wallis test was used to compare the FIT/FC values among the
four possible diagnoses. As the “p-value” for FIT was <0.0017 (not shown in the table), Mann-Whitney U test was performed to evaluate the differences of FIT concentration among each

possible diagnosis pairwise.

calculated considering the four possible cut-offs according to the
number of positive tests.

DISCUSSION

In this study, we have evaluated the diagnostic accuracy of 6
different fecal tests, in a CRC screening program population,
with a previous positive FIT test. We have found a CRC
prevalence of 6.5%. A figure that should be highlighted is that
45.5% of the colonoscopies performed were normal. Similar
percentage has been reported in other CRC screening programs
worldwide (11), a fact that points out the need for new
strategies to improve the detection of patients with higher
risk of CRC and adenoma and to avoid performing these
normal colonoscopies.

In our cohort, quantitative FIT was the test with the best
diagnostic accuracy, with an AUC of 0.725 for advanced neoplasia

and 0.850 for CRC, both significantly higher that the AUC of
all the other tests, and similar to the figures obtained in other
studies in analogous population (25). Significant differences in
the fecal hemoglobin concentration were found between patients
with and without advanced neoplasia, and also between patients
with CRC and advanced adenoma, confirming the fact that a
higher hemoglobin concentration correlates with the risk of
relevant pathology (9, 10). However, one of the 22 cases of CRC
had undetectable FIT and three cases had FIT <5 pg/gr. All
these cases (as every patient enrolled in this study) had had a
previous positive FIT. This discrepancy of FIT has been reported
before, being as high as 25% in patients with CRC and 42% with
advanced adenoma (17). Nevertheless, we should remark that a
high percentage of our cohort had a negative FIT result (78.3%
< 20 pg/gr, 56.8% < 5 pg/gr and 18.2% undetectable). This is an
unexpected result as all patients included had a previous positive
FIT with a cut-off point of 20 pg/gr. This finding can lead to
further investigation in this setting.
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TABLE 3 | Diagnostic accuracy of the four biomarker semi-qualitative combo test.

hHb hTf hCp hLf hHb + hCp hHb + hTf zero tests four tests
positive positive
Number of positive tests n=128 n=94 n =216 n=29 n =249 n =153 n = 256 n=15
Advanced Sensitivity 62.79% 43.41% 68.22% 12.4% 82.94% 65.89% 84.49% 10.07%
neoplasia Specificity 77.29% 81.64% 38.16% 93.71% 31.40% 67.15% 28.98% 99.03%
273;41 ;‘)3 PPV 63.28% 59.57% 40.74% 55.17% 42.97% 55.55% 42.58% 86.67%
. 0,
NPV 76.92% 69.83% 65.83% 63.19% 74.71% 75.96% 75% 63.86%
p-value p < 0.001 p < 0.001 p=0.235 p =0.052 p=0.04 p < 0.001 p=0.05 p < 0.001
OR 5.74 3.41 1.32 2.11 2.22 3.95 0.45 11.49
(95% Cl) (3,54-9.31) (2.1-5.6) 0.81-2.11) (0.98-4.55) (1.29-3.84) (2.48-6.29) (0.25-0.79) (2.55-51.79)
CRC Sensitivity 90.91% 77.27% 95.45% 22.73% 100% 90.91% 100% 18.18%
n =22 (6.5%) Specificity 65.60% 75.47% 37.9% 92.35% 27.71% 57.64% 25.47% 96.57%
PPV 15.62% 18.08% 9.72% 17.24% 8.83% 13.07% 8.59% 26.67%
NPV 99.04% 97.93% 99.16% 94.46% 100% 98.91% 100% 94.51%
Advanced Sensitivity 57% 36.45% 62.62% 10.28% 79.43% 60.75% 81.3% 8.41%
adenoma Specificity 70.74% 75.98% 34.93% 92.14% 28.38% 61.57% 26.2% 97.38%
2’;8157 PPV 47.65% 41.49% 31.02% 37.93% 34.14% 42.48% 33.98% 60%
8%) NPV 77.88% 71.91% 66.67% 68.73% 74.71% 77.05% 75% 69.47%

hHb, human hemoglobin; hTf, human transferrin; hCp, human calprotectin; hLf, human lactoferrin; CRC, colorectal cancer; PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value;
Cl, confidence interval; Zero tests positive, negative results in the four biomarkers of the combo test (hHb, hTf, hCp, hLf); four tests positive, positive results in the four biomarkers of
the combo test (hHb, hTf, hCp, hLf); OR, odds ratio, risk of presenting pathology with a positive fecal test compared to a negative result. “p-values” were calculated using 2 test.
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FIGURE 1 | AUCs of FIT, FC and its combination. (A) AUCs for the diagnosis of advanced neoplasia. (B) AUCs for the diagnosis of CRC.

TABLE 4 | AUCs (95%Cl) of the four biomarkers of the combo test and their combination for diagnosis of advanced neoplasia and CRC.

hHb hTf hCp hLf Combination of four test

0.681 (0.620-0.741)
0.863 (0.794-0.932)

0.531 (0.466-0.595)
0.575 (0.441-0.710)

0.625 (0.562-0.698)
0.764 (0.659-0.869)

0.532 (0.469-0.595)
0.667 (0.574-0.76)

0.70 (0.641-0.760)
0.783 (0.7-0.865)

Advanced neoplasia
CRC

AUC, Area under receiver operator curve; Cl, confidence interval; hHb, human hemoglobin; hTf, human transferrin; hCp, human calprotectin; hLf, human lactoferrin; CRC,
colorectal cancer.

advanced neoplasia. Same conclusion was reported by Hoff et al.
in a study performed in a similar population (24). Therefore,
adding FC to FIT did not improve the diagnostic accuracy of FIT.

In this CRC screening population, FC did not prove to be
a useful diagnostic tool, with an AUC < 0.5 and no significant
differences found in FC levels between patients with or without

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org 5 June 2021 | Volume 8 | Article 665786

56



Hijos-Mallada et al.

Fecal Biomarkers, Colorectal Cancer Screening

A Advanced neoplasia B Advanced neoplasia
1,04 1,01
o ——hHb: 0.70 - —HCp: 0.532
' —hTf: 0.625 ' —hLf: 0.531
hHb vs hTf hCp vs hLf
:4_22: i p=0.039 32; i p=097
3 5
1 5] 1]
04 04
024 02
00— T y T T T 00-—f T T T T
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10
1 - Specificity 1 - Specificity
C cre D cre
1,0 1,0
o ——hHb: 0.783 - ——HCp: 0.667
’ ——hTf: 0.764 ! —hLf: 0.575
hHb vs hTf hCp vs hLf
g i p=0.74 %‘ - p=0.08
$ g
1] w2
047 047
0,24 0,24
00 1 T T T T T 00 U T T T T T
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10
1 - Specificity 1 - Specificity
E Advanced neoplasia F CRC
1,04 1,04
- —N° test +: 0.681 - — N°test +: 0.863
A ——hHb: 0.70 ’ —hHb: 0.783
IS Ne test vs hHb IS Ne test vs hHb
B 06 p=097 E 06 p=0.09
5 5
1 5] 1]
044 04
024 02
00 U T T T T T 00 T T T T T T
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10
1 - Specificity 1 - Specificity
FIGURE 2 | AUCs of the four biomarkers of the combo test. (A) AUCs of hHb and hTf for advanced neoplasia. (B) AUCs of hCp and hLf for advanced neoplasia. (C)
AUCs of hHb and hTf for CRC. (D) AUCs of hCp and hLf for CRC. (E) AUCs of the combo test compared with hHb for advanced neoplasia. (F) AUC of the combo
test compared with hHb for CRC.
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o
=
1

0,2

00 T T T T
00 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Adding FC to FIT raised slightly the sensitivity of FIT alone, as
the highest value of sensitivity of all the possible combinations
was reached combining any detectable FIT and FC, but this was
paralleled by a low specificity, not improving the NPV of FIT
alone. Therefore, adding FC to FIT does not seem to be an
adequate strategy to avoid unnecessary colonoscopies in a CRC
screening setting. However, it should be taken into consideration
that the combination of FIT (with either any detectable value or 5
pg/gr as cut-offs) with FC was the only strategy detecting all the
22 CRC cases in this cohort (NPV 100%) using the quantitative
fecal tests.

Regarding the four biomarker simultaneous semi-qualitative
combo test, again hHb was the fecal biomarker with the best
diagnostic accuracy with an AUC of 0.7 for advanced neoplasia
and 0.783 for CRC, with no significant differences found with
the quantitative FIT test. Even combining the four biomarkers,
the AUCs were not significantly higher than the AUCs of hHb
or quantitative FIT alone. The AUC of FIT compared with the
combo test for both advanced neoplasia and CRC diagnoses are
represented in Figure 3.

Analyzing each biomarker individually, hTf showed an
acceptable diagnostic accuracy, both for advanced neoplasia
(AUC 0.625) and CRC detection (AUC 0.764). As mentioned
before, the AUC of hTf for diagnosis of advanced neoplasia
was significantly lower than the AUC of hHb, although this
difference was not statistically significant for CRC diagnosis. This
may be due to the low number of CRC cases in our cohort
(n = 22). Similar results were reported by Gies et al. although
using a quantitative fecal transferrin test (25). Testing hCp and
hLf showed no differences in positivity rates between advanced
neoplasia and non-advanced neoplasia patients. Furthermore,
both tests had an AUC slightly higher than 0.5. Therefore, they
cannot be considered as useful tests in this setting (30). These
findings are consistent with previous studies (24, 27). However,
it is important to note that using either hHb alone or combined
with hTf, 2 CRC would have been underdiagnosed and only the

combination of hHb + hCp (likewise quantitative tests) detected
all CRC cases (NPV 100%).

When comparing the quantitative tests with the semi-
qualitative tests, the major difference was detected between
quantitative FC and the semi-qualitative hCp test, especially for
CRC diagnosis, as FC underdiagnosed 8 CRC cases (sensitivity
63.63%), whereas the hCp semi-qualitative test only missed one
case (sensitivity 95.45%). Differences in FC levels are commonly
found between assays from different manufacturers, increasing
the difficulty of obtaining high quality evidence when comparing
results of different FC tests (26). Nevertheless, neither of the
two calprotectin tests showed an adequate diagnostic accuracy in
this setting.

The main limitation of this study is that we have studied a
selected population who had previously undergone a FIT and
it was positive for a cut-off point of 20 pg/gr. Therefore, the
results cannot be truly extrapolated to an average-risk screening
population. This design was chosen so that the study could
be conducted in parallel with the CRC screening program in
our area, in which all the average-risk population undergoing
colonoscopy have a previous positive FIT. It is noteworthy to
mention, as another limitation, that the FIT used in our study
is a different test that the used in the CRC screening program,
although both are quantitative immunochemical tests. Further
research repeating the same FIT may be necessary to confirm
these findings.

Nevertheless, the main strength of the study is that it
provides relevant information about the diagnostic accuracy of
different fecal biomarkers, for which there is scarce evidence
available at the moment, comparing its performance in the
same population. Few studies analyzing different biomarkers
individually in average risk population have been published so
far. We have not found any study comparing the diagnostic
accuracy of these four tests and their combinations. Thus, this
study provides new data, highlighting the superiority of FIT
compared with other biomarkers in this setting.

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

June 2021 | Volume 8 | Article 665786

58



Hijos-Mallada et al.

Fecal Biomarkers, Colorectal Cancer Screening

As a conclusion, in a selected average-risk population with
a previous FIT test, fecal occult blood tests appear to be the
best fecal biomarkers for the diagnosis of CRC and advanced
adenoma. None of the other biomarkers explored, or their
possible combinations, showed a better diagnostic accuracy than
fecal hemoglobin, detected either with a quantitative FIT test
or with a semi-qualitative test. Only fecal transferrin showed an
acceptable diagnostic accuracy, a finding that can lead to further
investigation in this setting.
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Capitulo 3: Validacion de un test rapido que detecta 4 marcadores fecales en pacientes con Ell
conocida.

3.1 Metodologia

Estudio observacional prospectivo incluyendo de forma consecutiva pacientes con Ell conocida
a los que se habia programado una colonoscopia como parte del seguimiento de su enfermedad,
en el area de salud del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza. Se incluyeron
pacientes mayores de edad, con diagnéstico establecido de Ell (tanto pacientes con EC como
con CU), en el periodo entre marzo y noviembre de 2019. Se incluyd cualquier paciente con estos
criterios independientemente del tiempo de evolucidn, presencia de actividad clinica,
tratamiento activo o cirugia previa. El método de reclutamiento y obtencidn de muestras fecales
fue idéntico al descrito para los capitulos 1 y 2 de esta tesis: se contactd con los pacientes una
semana antes de la cita de la colonoscopia para informarles acerca del estudio, si aceptaban
participar debian recoger una muestra fecal antes de comenzar con la preparacion y traerla al
hospital el dia de la exploracién. Se excluyd del analisis a pacientes cuya muestra fecal no se
pudo analizar o aquellos en los que la preparacién hacia imposible descartar con seguridad la
presencia de actividad inflamatoria endoscépica.

En esta cohorte, decidimos analizar Unicamente el test rapido ya evaluado en el capitulo 2 en
poblacién de cribado, es decir, un test basado en inmunocromatografia de flujo lateral que
detecta de forma simultdnea e inmediata SOHi, CF, TF y LF. Los puntos de corte establecidos son
5,1 ugr/gr para SOHi, 0,4 pgr/gr para TF, 50 pgr/gr para CFy 10 pgr/gr para LF. La decisidn de
analizar Unicamente este test rdpido y no determinar test de SOHi o CF cuantitativos se basé en
que en esta poblacién la CF cuantitativa ya estd ampliamente validada como marcador no
invasivo de actividad endoscdpica, con puntos de corte y aplicaciones bien establecidas (6). En
estos pacientes crdnicos que precisan un seguimiento a largo plazo, nuestra intencién fue validar
un test rapido que permitiera facilitar su seguimiento, pudiendo los pacientes realizar esta
determinacidn incluso en su domicilio.

La variable resultado del estudio fue la presencia de actividad endoscépica. Para definirla, se
utilizaron escalas endoscdpicas validadas. En pacientes con CU se utilizd el indice de Mayo
endoscdpico considerando actividad endoscépica los valores Mayo 1 — 3 (1: actividad leve / 2:
actividad moderad / 3: actividad grave) y ausencia de la misma una puntuaciéon Mayo 0 (7). En
pacientes con EC se utilizé la escala SES-CD, considerando una puntuacién < 3 ausencia de
actividad, valores iguales o superiores se clasificaron como actividad endoscdpica (3-8: actividad
leve / 9-12: actividad moderada / > 12: actividad grave) (8). Para pacientes con EC con cirugia
previa, se utilizo el indice de Rutgeers considerando las puntuaciones > il actividad endoscopica

(9).

Se analiz6 el rendimiento diagndstico en forma de sensibilidad, especificidad, valores predictivos
y ABC para cada marcador del test rapido y la combinacién de los cuatro, para el diagndstico de
actividad endoscépica. Se calcularon estos resultados para toda la cohorte y estratificados por
diagnéstico (ECy CU).

61



3.2 Resultados

En total se incluyeron 106 pacientes con Ell conocida, de los que disponiamos de resultados de
colonoscopia y del test rapido. La media de edad fue de 51,5 afios y el 56,7% (60/106) fueron
mujeres. Entre los pacientes incluidos, 54 (50,9%) estaban diagnosticados de CU y 52 (49,1%) de
EC. La mayoria eran casos de larga evolucion, con una duracién media de la enfermedad desde
el diagnéstico de 14,4 afios.

Se detectd actividad endoscépica en un 39% (42/106) de los pacientes: 17 (16%) con actividad
leve, 20 (18%) actividad moderada y 5 (5%) actividad grave. La presencia de actividad
endoscépica fue significativamente mas frecuente (p = 0,011) en pacientes con EC (27/52,
51,9%) que en pacientes con CU (15/54, 27,7%).

Los resultados y rendimiento diagndstico de los 4 marcadores del test rapido se resumen en la
Tabla 2. Estos resultados, estratificados por diagndstico, se presentan mds adelante en el
manuscrito original (Table 3).

Tabla 2. Rendimiento diagndstico de los 4 marcadores del test rapido.

Marcador Positividad Sensibilidad Especificidad VPP VPN ABC (IC 95%)

CF 78,3% 97,6% 34,4% 49,4% 95,7% 0,660 (0,596 - 0,723)
LF 26,4% 54,8% 92,2% 82,1% 75,6% 0,734 (0,651-0,818)
SOHi 31,1% 59,5% 87,5% 75,8% 76,7% 0,735 (0,649 -0,820)
TF 25,4% 45,2% 87,5% 70,4% 70,9% 0,664 (0,577 - 0,750)

Los resultados globales del test rapido se han valorado atendiendo al nimero de test positivos
(manuscrito original — Table 4, 5 / Figure 1). Un total de 19 pacientes (17,9%) tuvieron un
resultado negativo en los 4 marcadores y ninguno de ellos fue diagnosticado de actividad
endoscdpica (sensibilidad y VPN 100%). Por otra parte, 13 pacientes (12,3%) obtuvieron un
resultado positivo en los 4 marcadores y todos ellos presentaban actividad endoscépica
(especificidad y VPP 100%). Puntos de corte intermedios (> 2 test, > 3 test) obtuvieron valores
crecientes de especificidad (78,1% y 93,7%) y decrecientes de sensibilidad (73,8%, 54,8%).

El ABC del test rapido (valorada segun los 4 posibles puntos de corte) fue de 0,845 (IC95% 0,771
—0,920), significativamente superior a la de cualquiera de los 4 marcadores que componen el
test. No hubo diferencias en el ABC del test rapido comparando pacientes con CU (ABC 0,868 -
IC 95% 0,756-0,979) con pacientes con EC (ABC 0,841 - IC 95% 0,737-0,945).

Aunque se demostrd una relacion significativa entre el nimero de marcadores positivos y el
diagnostico de actividad endoscdpica (p < 0,001), esta relacién no se demostré con la gravedad
de esta actividad endoscdpica valorandola en los 42 pacientes con actividad (p = 0,94).
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Abstract: Background: Monitoring inflammatory bowel disease patients may be challenging. Fecal
calprotectin is one of the most performed tests. Other fecal biomarkers are less used in clinical
practice. Rapid fecal tests that could be performed by patients may be a useful strategy to closely
monitor disease activity. Methods: We performed a prospective observational study including
consecutive inflammatory bowel disease patients referred for colonoscopy in a single center. Certest
FOB + Transferrin + Calprotectin + Lactoferrin® (Certest Biotec S.L, Zaragoza, Spain), a one-step
point-of-care test which simultaneously detects these four biomarkers was performed. Endoscopic
inflammatory activity was defined using the Mayo score (>1) in ulcerative colitis, SES-CD (>3) and
Rutgeerts scores (>1) for Crohn’s disease. Results: Out of a total of 106 patients (56.5% female,
mean age 51 years), 54 (50.9%) were diagnosed with ulcerative colitis and 52 (49.1%) with Crohn’s
disease. Endoscopic activity was detected in 42 patients (39.0%). Fecal calprotectin provided the
best sensitivity (97.6%), with limited specificity (34.4%). Compared to calprotectin, the other 3 fecal
biomarkers showed better specificity (87.5-92.1%) and lower sensitivity (45.2-59.5%). Patients with a
negative result in all biomarkers (19/106—17.9%) had 100% (CI 95% 97.4-100) negative predictive
value, while patients with the 4 biomarkers positive (13/106—12.3%) had 100% (CI 95% 96.1-100)
positive predictive value of endoscopic inflammatory activity. AUROC of this 4 biomarker point-
of-care test was 0.845 (95% CI 0.771-0.920), significantly higher than the AUROCs of any of the
4 biomarkers. Conclusions: This test may be a useful strategy to monitor inflammatory activity in
clinical practice by excluding or prioritizing patients in need of a colonoscopy.

Keywords: fecal immunochemical test; fecal calprotectin; fecal lactoferrin; fecal transferrin; rapid
fecal tests; ulcerative colitis; Crohn’s disease

1. Introduction

The incidences of both ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD) are increasing
worldwide [1-3]. Some aspects make the assessment of patients with IBD difficult. Firstly,
UC and CD are chronic and progressive diseases that show different patterns, with marked
heterogeneity in inflammatory activity as well as symptomatic burden and response to
treatments, between patients and within the same patient over time [4]. Secondly, IBD
patients may present with a wide variety of symptoms, which do not correlate well with
inflammatory activity [5]. Finally, the non-invasive surrogate markers available do not have
an exact correlation with gastrointestinal inflammation. As a result, in a relevant percentage
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of symptomatic IBD patients, performing a colonoscopy is necessary as mucosal healing
has been associated with improved clinical outcomes (long-term remission, avoidance of
surgery, and reduction in hospitalization) [6]. However, endoscopy is invasive, costly, and
sometimes poorly accepted by patients, so reliable noninvasive biomarkers are necessary
for disease monitoring.

Concerning fecal biomarkers, fecal calprotectin is an antimicrobial protein derived
predominantly from neutrophils. It is a useful surrogate marker of gastrointestinal inflam-
mation, significantly validated to discriminate functional from organic gastrointestinal
disease [7,8]. Fecal calprotectin levels have been found to correlate with clinical, endoscopic
and histological activity in UC [9] and CD [10], so currently it is the most commonly used
fecal biomarker in this setting [11]. Nevertheless, despite the widespread availability of
fecal calprotectin in the United States, only 2-5% of patients with UC undergo testing in
routine practice [12].

Fecal occult blood tests are widely used for diagnosing colorectal cancer and precan-
cerous lesions, in both population-based screening programs in average-risk population
and in symptomatic patients [13]. Its diagnostic yield for detecting inflammatory activity in
IBD is less established, although some studies have shown better outputs when calprotectin
is associated with fecal hemoglobin [14-16]. Another marker of occult gastrointestinal
bleeding is fecal transferrin, which is believed to be more stable in feces than hemoglobin.
Therefore, it has been suggested that it may be a more sensitive marker, especially for
lesions located in the proximal colon [17]. Its role in IBD monitoring has not yet been
studied. Fecal lactoferrin, similar to calprotectin, has mainly been used to evaluate the
inflammatory activity of IBD patients [18]. It is less used in clinical practice owing to its
lower sensitivity and scarce evidence compared with fecal calprotectin [19].

In the last few years, the patient’s convenience has become increasingly relevant.
Because of that, rapid point-of-care fecal tests based on noninvasive biomarkers have
been emerging [16,20]. Due to their simple use and interpretation, these tests may be
used in outpatient clinics, giving immediate results, or even by patients themselves. This
could be an even more useful approach in present times, as minimizing hospital visits and
endoscopic examinations are recommended strategies in the current COVID-19 pandemic.
Studies show different levels of acceptance of these tests [21,22].

There is scarce evidence in the literature about the diagnostic accuracy of rapid
fecal tests combining different biomarkers in IBD patients. In this study, we analyze the
diagnostic accuracy of “FOB + Transferrin + Calprotectin + Lactoferrin® (Certest Biotec S.L,
Zaragoza, Spain)”, a one-step combo card fecal test for the simultaneous semi-qualitative
detection of haemoglobin, transferrin, calprotectin and lactoferrin in fecal samples of
IBD patients.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

We performed a single-center, prospective observational study, enrolling consecu-
tive and independent IBD patients who underwent a follow-up colonoscopy from the
health area of University Hospital “Lozano Blesa” (Zaragoza, Spain) between March and
November 2019.

The patients were contacted one week before colonoscopy to be informed about the
study. If they agreed to participate, they were asked to collect a stool sample 24 h before
starting colonic preparation, to keep it refrigerated, and to bring it to the hospital at the
date of the colonoscopy.

Patients older than 90 or younger than 18 who brought an invalid stool sample or
presented inadequate colon preparation, which made ruling out the presence of endoscopic
activity unfeasible were excluded from the final analysis.
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2.2. Fecal Tests

The test that we performed on the stool samples was “FOB + Transferrin + Calprotectin
+ Lactoferrin® (Certest Biotec S.L, Zaragoza, Spain)” a one-step coloured chromatographic
immunoassay for the simultaneous semi-qualitative detection of human haemoglobin (Hb),
human transferrin (Tf), human calprotectin (Cp) and human lactoferrin (Lf). The cut-off
values of the test are 5.1 ug/g for Hb, 0.4 ug/g for Tf, 50 ug/g for Cp and 10 pg/g for Lf.
This test is easy to perform. In brief, the stick of the test kit is used to take a sufficient fecal
sample, which is mixed with a diluent in the collection tube. Following this procedure,
four drops of the solution should be dropped in a circular window for each biomarker in
the test cartridge, and lateral migration of the sample leads to formation of control and
test lines. The result is provided in 10 min. The test was performed and read by trained

investigators, blinded to clinical information and the colonoscopy results of the patients

2.3. Colonoscopy and Definitions

We defined the inflammatory activity according to validated endoscopic scores.
For UC we used the endoscopic Mayo score [23]. We considered endoscopic activity
grades 1-3 (Mayo 1: mild activity, Mayo 2: moderate activity, Mayo 3: severe activity), and
absence of endoscopic activity grade 0. For patients with CD, we used SES-CD [24] consid-
ering endoscopic activity having 3 or more points (3-8 points: mild activity, 9-12 points:
moderate activity, >12 points: severe activity) and the absence of endoscopic activity hav-
ing less than 3 points. Finally, for patients with CD with previous surgery, we used the
Rutgeerts score [25] considering activity grade 1-4 and the absence of endoscopic activity
grade 0.

2.4. Statistics

A descriptive analysis of the patients included was performed. The Kolmogorov—
Smirnov test was used to assess if continuous variables followed a normal distribution.
Continuous variables were presented as mean with standard deviation or median with
interquartile range. Qualitative variables were described with frequencies and percentages.
Chi-square was used to evaluate the relationship between qualitative variables.

Sensitivity, specificity, negative predictive value (NPV), positive predictive value
(PPV) and area under receiver operator curve (AUROC) were calculated with confidence
interval 95% for each biomarker, for the diagnosis of endoscopic inflammatory activity.
These figures were calculated for the whole cohort and also stratified by the diagnosis (UC
and CD). The method of DeLong et al. [26] was used to assess the statistical significance of
the differences between AUROCs. SPSS version 26 (IBM Corporation®), MedCalc version
13.3 (MedCalc Software®) and EPIDAT 3.1® were used for statistical analysis

2.5. Ethics

The study design was reviewed and approved by the local ethics committee (CEICA—
Regional Ethical Committee of Aragén—PI17/0172, approved on 10 May 2017). All subjects
gave informed written consent preceding their participation in the study.

3. Results
3.1. Baseline Characteristics

A total of 125 patients were contacted, of whom 117 agreed to participate in the
study (93.6% participation rate). Eleven patients were excluded due to exclusion criteria
(4 due to insufficient bowel preparation and 7 because of an invalid stool sample). Thus,
106 participants were included in the final analysis. Population baseline characteristics are
shown in Table 1.
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Table 1. Population baseline characteristics.

IBD ucC CD

Number of patients 106 54 (50.9%) 52 (49.1%)
Sex

Female 60 (56.7%) 31 (57.4%) 29 (55.7%)

Male 46 (43.3%) 23 (42.6%) 23 (44.3%)
Age (years) 51.5 (SD 12.3) 52.5(SD 11.4) 49.5 (SD 12.9)
Duration of disease (years) 14.4 (SD9.1) 13 (SD 8.5) 16 (SD 9.6)
Smokers

No/past use 80 (75.4%) 47 (87.0%) 33 (63.4%)

Current 26 (24.6%) 7 (13.0%) 19 (36.6%)

IBD: Inflammatory bowel disease, UC: Ulcerative colitis, CD: Crohn’s disease. SD: standard deviation.

3.2. Colonoscopy Findings and Fecal Test

Endoscopic inflammatory activity was detected in 42 (39.0%) patients: 17 (16.0%)
had mild activity, 20 (18.0%) moderate activity and 5 (5.0%) patients had severe activity.
Mucosal healing was identified in 64 (61.0%) patients.

Regarding UC population, 15 (27.7%) patients presented endoscopic activity: 6 (11.1%)
had mild activity, 8 (14.8%) moderate activity and finally 1 (1.8%) had severe activity.
On the other hand, 27 (51.9%) CD patients presented activity in the endoscopic evalua-
tion, 11 (21.2%) mild activity, 12 (23.0%) moderate activity and 4 (7.6%) severe activity.
Significantly more patients with CD presented endoscopic activity (p = 0.011).

The positivity rates of the 4 biomarkers were 78.3% for Cp, 26.4% for Lf, 31.1% for Hb
and 25.4% for Tf. A total of 17.9% (19/106) of patients had a negative result in the four
tests, whereas 12.3% (13/106) had positive results in the four biomarkers.

3.3. Diagnostic Accuracy of Fecal Tests

Table 2 summarizes the results and diagnostic accuracy of each fecal biomarker in all
the patients included in the study. These results, stratified by disease, are shown in Table 3.

Table 2. Results and diagnostic accuracy of the 4 independent biomarkers.

All Patients

n = 106) Cp Lf Hb Tf
True Positives 41 23 25 19
False Positives 42 5 8 8
True Negatives 22 59 56 56
False Negatives 1 19 17 23
o . 97.6% 54.8% 59.5% 45.2%
Sensitivity (IC 95%) (91.8-100) (38.5-71) (435-75.6%)  (29-61.5)
. . 34.4% 92.2% 87.5% 87.5%
Specificity (IC 95%) (22-46.8) (84.8-99.5) (78.6-96.4) (78.6-96.4)
. 49.4% 82.1% 75.8% 70.4%
PPV (IC 95%) (38-60.7) (66.2-98.1) (59.6-91.9) (51.3-89.5)
. 95.7% 75.6% 76.7% 70.9%
NPV (IC 95%) (85.1-100) (65.5-85.8) (66.3-87.1) (60.2-81.5)

Cp: calprotectin; Lf: lactoferrin; Hb: haemoglobin; Tf: transferrin; PPV: positive predictive value; NPV: negative
predictive value.

Table 4 summarizes the diagnostic accuracy of the combination of the 4 biomarkers
according to the number of positive results. Table 5 shows this information stratified
by diagnosis.

Figure 1 shows the distribution of patients with or without endoscopic activity regard-
ing the number of positive tests of the combined rapid test.

The AUROC for the diagnosis of inflammatory activity of the combination of the
4 fecal biomarkers in the whole cohort was 0.845 (95%CI 0.771-0.920). The AUROC for
the diagnosis of inflammatory activity in the UC subgroup was 0.868 (95%CI 0.756-0.979),
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while in the CD subgroup it was 0.841 (95%CI 0.737-0.945). No significant differences

were found comparing the AUROCs of the combo test between both diagnoses (p = 0.7).

The AUROC of the combination of the 4 fecal biomarkers for the diagnosis of endoscopic
inflammatory activity is represented in Figure 2.

Table 3. Results and diagnostic accuracy of the 4 independent biomarkers stratified by diagnosis

(Crohn’s disease and

ulcerative colitis).

Ulcerative Colitis

PN Cp Lf Hb Tf
True Positives 14 10 9 8
False Positives 27 1 5 6
True Negatives 12 38 34 33
False Negatives 1 5 6 7
o . 93.3% 66.7% 60% 53.3%
Sensitivity (IC 95%) (77.4-100) (39.5-93.9) (31.2-88.1) (24.8-81.9)
o . 30.8% 97.4% 87.2% 84.6%
Specificity (IC 95%) (15-46.5) (91.2-100) (75.4-99) (72-97.2)
. 34.1% 90.9% 64.3% 57.1%
PPV (IC 95%) (18.4-49.9) (69.4-100) (35.6-93) (27.6-86.6)
. 92.3% 88.4% 85% 82.5%
NPV (IC 95%) (74-100) (77.6-99.1) (72.7-97.3) (69.5-95.5)
Crohn’s disease
52 Cp Lf Hb Tf
True Positives 27 13 16 11
False Positives 15 4 3 2
True Negatives 10 21 22 23
False Negatives 0 14 11 16
o . 100% 48.1% 59.3% 40.7%
Sensitivity (IC 95%) (98.1-100) (27.4-68.8) (38.9-79.6) (20.4-61.1)
e . 40% 84% 88% 92%
Specificity (IC 95%) (18.8-61.2) (67.6-100) (73.3-100) (79.4-100)
. 64.3% 76.5% 84.2% 84.6%
PPV (IC 95%) (48.6-78) (53.4-99.6) (65.2-100) (61.2-100)
. 100% 60% 66.7% 59%
NPV (IC 95%) (95-100) (42.3-77.6) (49.1-84.3) (42.2-75.7)

Cp: calprotectin; Lf: lactoferrin; Hb: haemoglobin; Tf: transferrin; PPV: positive predictive value; NPV: negative

predictive value.

Table 4. Results and diagnostic accuracy of the combined rapid fecal test, considering the four

possible cut-offs according to the number of positive tests.

All Patients

(1 = 106) >1 Test >2 Tests >3 Tests 4 Tests
True Positives 42 31 23 13

False Positives 45 14 4 0

True Negatives 19 50 60 64

False Negatives 0 11 19 29
Sensitivity 100% 73.8% 54.8% 30.9%

(IC 95%) (98.8-100) (59.3-88.3) (38.5-71) (15.8-46.1)
Specificity 29.7% 78.1% 93.7% 100%

(IC 95%) (17.7-41.7) (67.2-89) (87.1-100) (99.2-100)
PPV 48.3% 68.9% 85.2% 100%

(IC 95%) (37.2-59.3) (54.2-83.5) (69.9-100) (96.1-100)
NPV 100% 82% 75.9% 68.8%

(IC 95%) (97.4-100) (71.5-92.4) (65.9-86) (58.9-78.8)

PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value.
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Table 5. Results and diagnostic accuracy of the combined rapid fecal test, considering the four
possible cut-offs according to the number of positive tests, stratified by diagnosis (Crohn’s disease
and ulcerative colitis).

Ulcerative
Colitis >1 Test >2 Tests >3 Tests 4 Tests
(n =54)
True Positives 15 12 9 5
False Positives 29 9 2 0
True Negatives 10 30 37 39
False Negatives 0 3 6 10
Sensitivity 100% 80% 60% 33.3%
(IC 95%) (96.7-100) (56.4-100) (31.9-88.1) (6.1-60.5)
Specificity 25.6% 76.9% 94.9% 100%
(IC 95%) (10.6-40.6) (62.4-91.4) (86.7-100) (98.7-100)
PPV 34.1% 57.1% 81.8% 100%
(IC 95%) (19-49.2) (33.6-80.7) (54.5-100) (90-100)
NPV 100% 90.9% 86% 79.6%
(IC 95%) (95-100) (79.6-100) (74.5-97.6) (67.3-91.9)
Crohn’s disease >1 test >2 tests >3 tests 4 tests
(n =52) = = =
True Positives 27 19 14 8
False Positives 16 5 2 0
True Negatives 9 20 23 25
False Negatives 0 8 13 19
Sensitivity 100% 70.4% 51.9% 29.6%
(IC 95%) (98.1-100) (51.3-89.4) (31.1-72.5) (10.5-48.7)
Specificity 36% 80% 92% 100%
(IC 95%) (15.2-56.7) (62.3-97.7) (79.4-100) (98-100)
PPV 62.8% 79.2% 87.5% 100%
(IC 95%) (47.2-78.4) (60.8-97.5) (68.2-100) (93.7-100)
NPV 100% 71.4% 63.9% 56.8%
(IC 95%) (94.4-100) (52.9-89.9) (46.8-81) (41-72.6)

PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value.

45
40
35
30
25

20 No endoscopic activity

o B Endoscopic activity

10 I l I
0 .
0 1 2 3 4

(n=19) (n=42) (n=18) (n=14) (n=13)

6]

Number of positive tests

Figure 1. Number of patients with or without endoscopic activity according to the number of positive
fecal tests.
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Figure 2. Area under receiver operation curve (AUROC) of the combo test for the diagnosis of
inflammatory activity.

The AUROC:s for the diagnosis of inflammatory activity of each biomarker in the
whole cohort were: Cp 0.660 (95%CI 0.596-0.723), Lf 0.734 (95%CI 0.651-0.818), Hb 0.735
(95%CI 0.649-0.820), and Tf 0.664 (0.577-0.750). The AUROC of the combined rapid test
was significantly higher than the AUROCsSs of any of the four biomarkers (p < 0.001).
However, no significant differences were found when comparing the AUROCs of each
biomarker individually.

In addition, we analyzed the relationship between the number of positive biomarkers
and the severity of the endoscopic activity. Analyzing all the patients included in the study;,
we found significant association (p < 0.01) between the number of positive tests and the
degree of activity detected. However, taking into account only the patients diagnosed
with endoscopic activity (n = 42), the number of positive biomarkers was not related to the
severity of endoscopic activity (p = 0.94).

4. Discussion

IBD monitoring may be challenging due to its irregular clinical course and the occa-
sional presence of functional symptoms. Although colonoscopy continues to be the gold
standard for the evaluation of mucosal healing, it is sometimes poorly tolerated by IBD
patients, and carries a non-negligible risk of complications as well as an economic burden.
In addition, the current COVID-19 pandemic has complicated the monitoring of all chronic
diseases, including IBD patients. In a great number of European hospitals, avoiding or
reducing the number of hospital visits has become one of the main strategies to minimize
the risk of infection in most immunodeficient IBD patients [27]. Telemedicine has gained
importance in this issue and has probably come to stay in the next few years. In this context,
easy non-invasive tests like the one explored in our study, which can be performed by
patients themselves, could be a useful strategy.

In this study, we have evaluated the association between 4 fecal biomarkers and the
direct assessment of mucosal inflammation by colonoscopy in a cohort of IBD patients.

Regarding the diagnostic yield of each biomarker, Cp provided the best sensitivity
(97.6%) and NPV (95.6%) outcomes. These figures are similar to the results of other studies
with the same cut-off point of 50 ug/g, and offer a higher sensitivity than that reported
in other studies using thresholds of 100-250 pg/g [7,10]. Given its high sensitivity and
NPV, Cp performed well as a screening biomarker for endoscopic activity in our cohort,
but it yielded low PPV (49.4%) and specificity (34.4%) (Table 2). Only one patient with
negative Cp showed endoscopic activity, namely a UC patient with endoscopic Mayo 2,
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and 2 positive fecal tests (transferrin and hemoglobin), so probably microscopic mucosal
bleeding was predominant. However, it should be noted that the AUROC of the Cp test was
only 0.66, far worse than the data reported in most studies analyzing diagnostic accuracy
of fecal calprotectin in IBD patients. This is probably related to the fact that the majority of
calprotectin assays analyzed in these patients were quantitative ELISA tests, so sensitivity
and specificity varied depending on the cut-off chosen [7]. Evidence regarding diagnostic
accuracy of rapid qualitative fecal tests is less available, but one study with a similar design
reported and AUROC of 0.75 using a rapid semi-quantitative calprotectin assay with three
possible cut-offs (50 pug/g, 50-200 pug/g and >200 pg/g) [20]. With a cut-off of 50 pg/g, this
rapid calprotectin test showed a sensitivity of 93% and specificity of 34%, almost identical
to the results of our Cp test [28]. Concerning the other fecal biomarkers, Lf, Hb and Tf
showed worse sensitivity and NPV, but provided better specificity (92.2%, 87.5%, 87.5%)
and PPV (82.1%, 75.8%, 70.4%) compared to Cp (Table 2). A potential improvement in
the diagnostic accuracy of a combination of these markers with Cp due to their higher
specificity has already been suggested by previous studies [14-16,19].

In the subpopulation analysis, Cp had similar results in both UC and CD while
Lf, as has been reported before [19], got slightly better results in the UC subpopulation
(Table 3). Analyzing the combination of these 2 inflammatory biomarkers (Cp + Lf) in
the whole cohort, 23 patients had negative results in both biomarkers and only one was
diagnosed with inflammatory activity (NPV 95.6%). Both tests were positive in 28 patients,
5 of them with evidence of mucosal healing (PPV 82.1%).

Regarding the combination of the 4 biomarkers, the extreme test results (having all or
no positive tests) had the best statistical outcomes. In case of 0 positive tests, the NPV was
100%, as 19 patients obtained that result and all of them were in endoscopic remission. On
the other hand, 13 patients in our study received positive results in the four fecal tests and
all of them presented endoscopic activity, which means a 100% PPV. When analyzing the
intermediate results, considering the four possible cut-offs of the combined test according
to the number of positive biomarkers, sensitivity and NPV decreased in parallel with the
number of positive tests; whereas specificity and PPV increased in a similar way (Table 4).

These results would lead to reconsider performing the endoscopic evaluation in up
to 19 patients who obtained 0 positive biomarkers, which would mean avoiding 17.9%
(19/106) of all colonoscopies. In the remaining patients, the rapid fecal test could be useful
to prioritize the need for a colonoscopy, taking into account the number of positive biomark-
ers. Those with 4 positive biomarkers (12.2%—13/106) could have been prioritized as all of
them were later diagnosed with endoscopic activity. In patients with intermediate results
(1-3 positive biomarkers) the rapid fecal test could be a useful tool to integrate into daily
clinical practice to help the practitioner to prioritize the need for endoscopic evaluation or
step up therapy, taking into account other parameters used in clinical practice [8,16].

Finally, we have found that there is no connection between the number of positive
biomarkers and the severity of endoscopic activity when only considering the patients with
endoscopic activity (p = 0.94), but this result was probably influenced by the low number
of patients with different grades of severity (17 mild, 20 moderate and 5 severe).

Regarding the limitations of this study, it must be pointed out that the Cp cut-off
(50 ng/g) was lower than the most commonly used thresholds in clinical practice for IBD
monitoring [9,10], which has led to low specificity, PPV and AUROC values. Although the
combination with the other three biomarkers provided a high diagnostic accuracy for the
diagnosis of inflammatory activity, it can be hypothesized that increasing this cut-off or
adding a quantitative Cp test could improve this result. This may lead to future investi-
gation in this setting. Furthermore, we have included a limited number of participants
(n = 106). Despite this fact, the test showed a noteworthy diagnostic accuracy with high
AUROC, as well as high PPV and NPV values in patients with combined positivity or
negativity of the four biomarkers. The low sample size probably conditioned the absence of
connection between the number of positive biomarkers and the severity of the endoscopic
activity. Another limitation was the lack of histological samples in all the patients, which
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appears to be the most objective evidence of absence of inflammatory activity and what best
correlates with a good prognosis in IBD patients [29]. We solved that issue by accurately
using the inflammatory endoscopic scales: Mayo, SES-CD, and Rutgeerts.

5. Conclusions

This test may be a useful strategy to monitor the inflammatory activity of IBD patients
in clinical practice. The positivity or negativity of all biomarkers (detected in more than
30% of patients) yielded a high diagnostic accuracy, and the intermediate results provided
acceptable NPV and PPV although these results did not correlate with the severity of the
endoscopic activity. This test could be used at home by patients themselves reducing the
number of outpatient visits and potentially improving their follow-up and consequently
their quality of life.
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Capitulo 4: Efectos de la pandemia por COVID-19 en los pacientes con CCR. Papel de marcadores
fecales no invasivos en contrarrestar sus consecuencias negativas.

Se trata de una revisidn narrativa en la que se resume la evidencia actual (busqueda bibliografica
realizada en febrero — marzo 2022) acerca de cémo la pandemia por COVID-19 ha afectado a los
procesos diagndsticos y terapéuticos de los pacientes con CCR. Concretamente se analiza el
impacto de la pandemia en los programas de cribado de CCR, en el diagndstico de esta patologia
fuera de los programas de cribado, en su epidemiologia, en el tratamiento de estos pacientes y
en su prondstico y supervivencia a largo plazo.

En los apartados referidos al diagndstico de CCR, se expone como se han interrumpido y se han
ido reiniciando los programas de cribado de CCR en diferentes sistemas sanitarios mundiales,
asi como el impacto que ha tenido la pandemia en los procesos diagndsticos de esta patologia
fuera de los programas de cribado (priorizacién de pacientes sintomaticos, seguimiento de
pacientes de alto riesgo, etc). En lo referente a la epidemiologia del CCR, se resume como la
pandemia por COVID-19 ha afectado a la incidencia y presentacion clinica de esta enfermedad.
En cuanto a los tratamientos para el CCR, se describe como la pandemia ha influido en las
indicaciones y técnicas quirurgicas, asi como en otros tratamientos oncolégicos. Por ultimo, se
sintetiza la evidencia disponible acerca de cdmo estos cambios en el diagnéstico y tratamiento
de pacientes con CCR podrian modificar el prondstico de esta enfermedad a corto y largo plazo,
y se proponen estrategias para minimizar sus potenciales consecuencias negativas.
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Abstract: The novel coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic has posed an
unprecedented challenge to healthcare systems worldwide, causing downscaling of almost
all other activities, especially in its early stages. Currently, the availability of vaccines along
with the spread of new viral variants has modified the epidemiology of the disease, and the
previous activity is being gradually resumed in most healthcare facilities. In this review, we
have summarized the influence of the COVID-19 pandemic in the diagnosis and management
of colorectal cancer (CRC] patients. Population-based screening with either colonoscopy

or fecal occult blood tests has proven to reduce CRC incidence and mortality, so screening
programs have been implemented in most western countries. However, during the first
COVID-19 wave, most of these programs had to be disrupted temporarily. In this review, we
have thoroughly analyzed the consequences of these disruptions of screening programs as
well as of the forced delays in diagnostic and therapeutic services on CRC prognosis, although
its exact impact cannot be exactly measured yet. In any way, strategies to minimize its effect,
such as catch-up strategies expanding the colonoscopy capacity or using fecal occult blood
concentration and other risk factors to prioritize patients, are urgently needed. The COVID-19
pandemic has also led to a change in CRC patient presentation, with an overall temporary
decreased incidence due to postponed diagnoses, but with more patients presenting in need
of an emergency admission or with symptoms. Finally, changes in treatment approaches

in CRC patients have been reported during the pandemic, namely a drop in the proportion

of laparoscopic surgeries or a rise in short-term radiotherapy courses. We have therefore
aimed to summarize the available evidence to guide the healthcare professionals treating CRC
patients to choose the best treatment options in the current pandemic situation.
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most com-
mon cancer worldwide, with almost 2 million new
cases estimated to be diagnosed in 2020, and the
second in terms of mortality.! The highest rates are
seen in developed countries, whereas the incidence
is rising in developing countries in parallel with eco-
nomic progress, so its global incidence is projected
to increase in the following years (around 60% by
2030).23 CRC screening has been proven to reduce
its incidence and mortality in average-risk popula-
tion (asymptomatic population of 50-70years

without other risk factors).# Several screening strat-
egies may be used, but most countries have imple-
mented screening programs based on fecal occult
blood test, followed by colonoscopy if positive.
Randomized controlled trials have proven a reduc-
tion of CRC mortality by 9-22% among patients
screened by guaiac-based fecal occult blood tests,*¢
being a cost-effective strategy.” The quantitative
fecal immunochemical test (FIT) is the most used
method for CRC screening in most western coun-
tries, forasmuch as it has demonstrated greater
adherence® and observational data strongly suggest
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Screening average-risk population
e Pause or marked curtailment of CRC

screening programs .
* Decrease in the participation rate: fear of
contracting COVID-19 o

* Relevant decrease in colonoscopies requested due to
symptoms

* Interruption or delay in the follow-up of high-risk individuals

Increase in CRC cases with emergency admission and urgent

surgery due to symptoms

Trends to more advanced stage (T4)

Diagnosis

Treatment
° Number of ostomies * Laparoscopic surgeries
* Resection of adjacent « Genetic tests
organs performed for

* Short RT cycles in
rectal cancer

metastatic CRC

Prognosis and Survival
* Increase CRC advanced stages: T4, N+, M+
* Treatment delay: Time to Surgery, time to start
chemotherapy treatment
e Data about long-term effects in mortality are
scarce at this moment

Figure 1. COVID-19 and CRC. Summary of the different interaction scenarios.

Source: Images from https://pixabay.com/es/ without copyright.

CRC, colorectal cancer; RT, radiotherapy.

a higher reduction in CRC mortality compared
with guaiac-based fecal occult blood tests.®
However, the implementation of these screening
programs had markedly increased the workload of
most endoscopic units, with insufficient colonos-
copy availability in many public health systems.10

In early December 2019, the first case of the novel
coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by
the severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 (SARS-CoV-2) virus, was reported in China.!!
COVID-19 has widely spread throughout the
world, and it was declared a pandemic by the
World Health Organization in March 2020. The
spread of the pandemic has posed an unprece-
dented challenge to the healthcare systems world-
wide, causing the downscaling of almost all other
clinical activities,!? including the already over-
whelmed endoscopic units. The COVID-19 pan-
demic not only has strained endoscopic units
involved in CRC diagnosis, but also surgical,
anesthesiologist, and oncological teams impli-
cated in CRC patient’s treatment. Moreover,
ensuring the safety of mostly immunocompro-
mised cancer patients and minimizing transmis-
sion between healthcare workers have also become
priorities in pandemic times. These facts have
influenced the management of CRC patients,

inducing changes in clinical practice, not always
based on solid evidence.

This review aimed to report the impact of the
COVID-19 pandemic in different aspects of the
diagnosis and management of CRC patients
(Figure 1), summarizing the available evidence to
guide healthcare professionals treating CRC
patients in the current pandemic situation.

Impact of COVID-19 pandemic in CRC

screening

The COVID-19 pandemic initially forced a tem-
porary pause or marked curtailment of CRC
screening programs around the world.!3-16 As a
result, average-risk population during this period
were unable to participate in these programs or
were subject to long delays after a positive FIT
result, which is associated with an increased risk
of advanced stage CRC.13:17 Data regarding the
effects of the discontinuation of CRC screening
programs, reported by different health care sys-
tems worldwide, are summarized in Table 1.

After the first wave of the pandemic, and with the
arrival of vaccination programs, the pressure
posed by the COVID-19 pandemic to endoscopic
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Table 1.

Specifications and limitations

Data reported

Design of the study

Country and screening

method

» CRC screening was not

> Decreased screening uptake (88.8% versus 91.2-

» Observational study

Taiwan, biennial FIT

(20 pg/g)%

disrupted in Taiwan
» Limitation: single center

92.7%).
> Significantly lower colonoscopy acceptance (66.1%

comparing the outcomes of

the CRC screening program

study, external validity may

be limited

versus 70.2-77.5%), with significantly higher rate of

rescheduling or cancelation

from December 2019 to April
2020, with previous periods

» Multicenter study
» Limitations: no data

» CRC screening colonoscopies decreased by 5.6% in

» Observational study

United States, variable

February 2020. This drop increased up to 39.4% and

84.5% in March and April 2020

comparing screening

(FIT, colonoscopy)?

regarding previous use of FIT,
or screening acceptance

colonoscopies performed in

January-April 2020 with the
same period previous year

> Lockdown from 16 March to 9

» The mean rate of colonoscopies per week was

» Retrospective study comparing

Austria, variable (FIT,

colonoscopy)?

April 2020.
» Limitations: no data available

significantly lower (594.5 versus 808.35).
» No significant differences were found in the advanced

screening colonoscopies

performed between March

regarding previous use of FIT

or participation

adenoma or CRC detection rate. Significantly less non-

advanced adenomas were detected

and September 2020 with the
same period previous year

COVID-19, coronavirus disease 2019; CRC, colorectal cancer; FIT, fecal immunochemical test.

units is diminishing. Therefore, CRC screening
programs have been gradually resumed. In fact, a
recently published European Society of
Gastrointestinal Endoscopy guideline recom-
mends a return to full gastrointestinal endoscopy
procedure capacity in those areas with an ongoing
vaccination policy, which applies to most western
countries.?® Indeed, prior to the vaccination era,
solid evidence was available supporting that the
risk of SARS-CoV-2 transmission in gastrointes-
tinal endoscopic units was considerably low if
personal protective equipment was properly used,
suggesting that a full recovery of endoscopic units
should be considered.?"-?8

In any way, strategies to restructure these screen-
ing programs to mitigate the effects of its previous
discontinuations on CRC staging and survival are
still urgently needed.?® To catch-up to this back-
log of screening colonoscopies, it has been esti-
mated that the colonoscopy capacity should be
expanded up to 150%.2° Indeed, in the
Netherlands, after the CRC screening halt, colo-
noscopy availability was expanded up to 120%,
achieving a catch-up effect in the second part of
2020.3! However, increasing the colonoscopy
capacity is not possible for every health system, so
it has been suggested that increasing FIT cutoff
or using specific risk factors (male sex and
advanced age) could be an effective strategy to
prioritize access to colonoscopies and reduced the
number of CRC or advanced adenomas underdi-
agnosed in a CRC screening program, compared
with randomly reducing the number of popula-
tion screened.?? Colon capsule endoscopy has
also been advocated as an alternative for CRC
screening after a positive FIT, as it can be per-
formed as an out-of-clinic procedure, avoiding
patients to attend medical facilities, and it has
demonstrated a high diagnostic accuracy (area
under receiver operating curve 0.963 for polyps at
least 6 mm); hence, it may be used to filter patients
in need of a colonoscopy.?? In fact, current CRC
screening guidelines recommend this technique
as a valid alternative for individuals unable or
unwilling to undergo colonoscopy.?* Computed
tomography colonography is also recommended
in this setting. However, it provides a lower sensi-
tivity compared with capsule endoscopy, espe-
cially for serrated and flat colorectal polyps
diagnosis.>»35> Be that as it may, some authors
have also suggested this technique as a screening
tool during the pandemic.?® Another key point is
the effect that the pandemic may have had on
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participation in screening programs, as the
asymptomatic population may be less willing to
seek diagnostic care due to fear of contracting
COVID-19.13 It is crucial to ensure the participa-
tion rate returns to a similar figure as it was prior
to the pandemic, as a 25% or 50% decrease in
this rate has been estimated to increase CRC inci-
dence by 0.2-0.9% and deaths by 0.6-1.6%,
compared with data previous to the pandemic.2?

Impact of COVID-19 pandemic in CRC

diagnosis outside screening programs

Apart from the CRC screening programs, the
COVID-19 pandemic has had a substantial impact
on the timely diagnosis of CRC in all the other set-
tings. In England, the ‘2-week wait’ referral path-
way has been established since 2000 so that patients
with ‘red-flag’ symptoms suggestive of CRC could
be evaluated within this period of time, to allow
early diagnosis and treatment.3” Data from this
country comparing care in 2019 with that in the
first 10months of 2020 showed that patterns of
referral for suspected CRC changed radically due
to the COVID-19 pandemic, with a 63% relative
reduction of 2weeks wait referrals in April 2020,
compared with the monthly average in 2019, along
with a 66% reduction of the referrals meeting this
timeframe target. Over the following months, there
was a gradual recovery. However, a 23% reduction
of 2-week wait referrals was detected considering
the period from April to October 2020. In total,
they calculated that across this 7-month period,
3500 fewer patients than in 2019 were diagnosed
and treated for CRC in this setting.38

To mitigate the effects on CRC prognosis of the
delays in the 2-week referral pathway, a modeling
study performed in this same population sug-
gested that the use of FIT with a cutoff of 10 ug/g
(cutoff suggested by NICE guidelines for sympto-
matic patients,3” although a higher cutoff of
20 ug/g has been proven to provide a similar diag-
nostic accuracy with less endoscopic procedures
required?®) would avoid the 89% of deaths attrib-
utable to diagnostic backlogs while reducing colo-
noscopy requirements by 80%.% However,
investigations of all patients with results above
that level would require a large number of exami-
nations, so during COVID-19 waves it has been
advocated to use higher cutoffs, with fecal hemo-
globin concentrations higher than 100 ug/g war-
ranting an urgent colonoscopy whereas values
between 10 and 100 ug/g may have the endoscopic

examinations deferred (not omitted),*! as fecal
hemoglobin concentration directly correlates with
the risk of advanced neoplasia and CRC, both in
screening and symptomatic patients.*? Although it
allows to prioritize high-risk patients and to avoid
normal colonoscopies, it is important to highlight
that an increase in the FIT positivity threshold
also entails a risk of missing relevant pathology. In
a recent meta-analysis evaluating the diagnostic
yield of FIT in symptomatic patients, sensitivity
and specificity for CRC diagnosis were 87.5% and
80.5% using a cutoff 10 ug/g cutoff. At higher pos-
itivity threshold of 100 ug/g, sensitivity decreased
to 68.1% (which implies missing 20% of the CRC
cases which would have been diagnosed with the
10 ug/g cutoff), along with an increase in specific-
ity (93.4%).%4

It should be noted that the COVID-19 pandemic
has also affected the follow-up of high-risk indi-
viduals previously on a specific screening pro-
gram, such as genetic predisposition syndromes.**
FIT has also been proposed as a method of risk
stratification in patients with Lynch syndrome,
with a cutoff of 10ug/g, during the periods of
maximum strain to the endoscopic units.4>

Impact of COVID-19 in CRC incidence and
presentation

Overall, the incidence of cancer diagnosis (includ-
ing all cancers) showed a statistically significant
decrease of 17.2% in the first year after the decla-
ration of the state of emergency in Spain (from 13
March 2020 to 13 March 2021), compared with
the same period during previous year. Regarding
only CRC cases, the incidence was 16.9% lower
in this period. There were no differences in the
incidence comparing previous years (2018-2019
and 2017-2019) so that decreased CRC inci-
dence was attributed to the impact of the pan-
demic (disrupt of the screening program and
lower endoscopic resources) implying underdiag-
nosed CRC cases, diagnostic delays and a worse
prognosis.4® Similarly, the incidence of CRC
dropped 30% from March to May 2020 (corre-
sponding to the lockdown period) and persisted a
9% lower from June to September 2020, com-
pared with the average in 2018 and 2019 during
the same period, in a cross-sectional study per-
formed in an urban area of France.4’

As a result of the temporary disruption of CRC
screening programs, the proportion of CRC cases
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diagnosed by presenting with abdominal symp-
toms increased during this period. This short-term
effect of the COVID-19 pandemic on CRC patient
presentation has been reported consistently by sev-
eral studies. A retrospective study performed in
Japan analyzed all CRC cases that underwent sur-
gery during a 4-month period before and after the
declaration of the state of emergency (17 April
2020), comparing the outcomes of CRC patients
operated during the same period in the previous
year. No significant changes were observed in the
number of CRC patients undergoing surgeries
(CRC incidence),*8 being this a surprisingly differ-
ent finding compared with other studies which
consistently report a decrease in CRC incidence
during COVID-19 period.46:47:49:50 This difference
may be related to different COVID-19 policies (as
Japan has had a low burden of COVID-19 cases
compared with European countries) or with the
study population, as other studies performed in
this country have also reported a decreased CRC
incidence in Japan during 2020.51:52 Nevertheless,
the number of patients who needed an emergency
admission (38.7% wersus 13-18%) and that of
patients with obstructive CRC (39% of patients
presented with complete obstruction, compared
with 15% before the state of emergency) were sig-
nificantly increased.8

Another study with an analogous design in Spain,
which compared new CRC diagnosis between
March and June 2020 and during the same time
period in 2019, reported that the CRC incidence
decreased by 38% in 2020 (111 versus 58 patients).
Significantly more patients in the COVID-
19 period were diagnosed in the emergency setting
(12.1 versus 3.6%) and also most patients were
diagnosed by presenting abdominal symptoms
(94.8%), with only 5.2% diagnosed in a CRC
screening setting (these figures were 66.7% and
33.3% in the pre-COVID period).* Data from
the United Kingdom also compared outcomes of
CRC cases diagnosed during 2020 with the same
population in 2019 and 2018. This study con-
cluded similarly that more patients with CRC pre-
sented at emergency rooms (36% versus 28.6%),
with an increased rate of bowel obstruction (8.6%
versus 4.3 %) and an increased frequency of T4
cases (34.5% wversus 27.1%). Significantly more
urgent surgeries were performed due to CRC in
this period (28.1% wersus 19.5%). Only a short
delay (4months) in referral and diagnosis was
enough to detect an increase in the proportion of
patients presenting with a large bowel obstruction

in this population.>® These are relevant data as
CRC patients in need for an urgent surgery have a
significantly worse prognosis when compared with
those managed by elective surgeries.>3

Impact of COVID-19 pandemic in CRC
treatments

The COVID-19 pandemic has also affected CRC
treatment trends. Clinical practice guidelines have
been issued by Surgery>* and Oncology Societies>5:56
with an effort to guide healthcare professionals
treating CRC patients to prioritize interventions
during the pandemic. A study previously men-
tioned,38 conducted in England encompassing the
first wave period of the pandemic, reported a
marked change in surgical practice for CRC treat-
ment. The proportion of laparoscopic surgeries fell
from 59% in 2019 to 25% in April 2020. Likewise,
the operations resulting in stoma formation
increased from 44% in 2019 to 56% in April
2020.38 Data from Korea similarly showed that a
significantly lower percentage of patients under-
went laparoscopic surgery (81.2%) from March to
September 2020 compared with previous years
(88%). Besides, a higher proportion of patients
received stoma formation (4.1 versus 1.8%) and a
higher number of patients requiring resection of
adjacent organs (4.8% versus 2.8%) were detected
during the COVID-19 period.57 Conversely, stud-
ies with an analogous design performed in Italy>®
and Denmark>®® did not found differences in the use
of laparoscopic surgery during the COVID-19 first
wave. This decreased use of the laparoscopic
approach has been a topic of outstanding contro-
versy during the COVID-19 pandemic, as it was
hypothesized that this approach may increase the
risk of virus aerosolization and therefore transmis-
sion. Even though evidence supporting this state-
ment is scarce, it has led to a decreased in
laparoscopic surgeries in several areas (a 42.5% of
respondents of an international survey, with partici-
pation of more than 80 countries, reported a change
in their surgical approach to laparoscopic/robotic to
open during the first COVID-19 wave®) depriving
patients from the advantages of this approach.
Recently published guidelines have addressed this
area of contention, recommending that either lapa-
roscopic or open approach may be used in COVID-
19 patients, with a decision of the technique based
on the usual clinical factors. In the same vein, the
laparoscopic approach should be undertaken even
in COVID-19 confirmed patients if consider the
preferred option.®!
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In rectal cancer, radiotherapy alone or in combi-
nation with chemotherapy or surgery represents
part of the gold standard of treatment, especially
in the early stages. During COVID-19 waves,
clinical practice guidelines advocated for short-
course radiotherapy (5 sessions in 5 consecutive
days) instead of a long course, with the aim of
reducing the hospital admissions without harm-
ing the effect of radiotherapy.3>->¢ Timing of sur-
gery is recommended to be delayed until
4-8weeks after radiotherapy, as it was associated
with a reduction in postoperative morbidity and
around 10% of patients may be offered an organ
preservation strategy, avoiding surgery if com-
plete response is achieved.’® In England, a 44%
relative increase in radiotherapy courses was reg-
istered in April 2020 compared with the same
month in 2019, although falling by July below the
2019 average. This increase was justified by
short-course radiotherapy treatments delivered,
representing 63% in April 2020 (in contrast with
20% in April 2019). In the following months until
October 2020, the use of short-term radiotherapy
prescriptions remained above 2019 average.38

Adjuvant chemotherapy has an impact on survival
rates of high-risk stage II and stage III CRC
patients.%2 Current guidelines recommend that the
start of the treatment should not be postponed
more than 6 weeks and the interval between cycles
should not be prolonged, even during COVID-19
waves.?> It is important to continue performing
microsatellite instability testing, as for CRC cases
with high microsatellite instability, the benefits
from a 5-fluorouracil based adjuvant therapy are
limited and capecitabine may be a valid option.>>
Moreover, RAS testing should be carried out in
every patient diagnosed with metastatic CRC, as it
is a negative predictive biomarker for EGFR anti-
bodies therapy, as well as BRAF mutational sta-
tus.%3 It has been reported that during both the first
wave of COVID-19 pandemic and the first months
after it, the number of genetic tests performed for
metastatic CRC was significantly reduced (by
more than 40%) in the reference center for cancer
center and high-risk individuals in Serbia.¢*

Impact of COVID-19 pandemic in CRC

prognosis and survival

CRC survival relies mainly on the stage of the dis-
ease at diagnosis as well as on the timely and
prompt treatment, and the COVID-19 pandemic
is having a negative impact in both aspects. A

retrospective study previous to the COVID-19
pandemic showed that the interval between diag-
nosis and start of treatment has a negative effect in
CRC survival, with a progressively increased risk
of death in parallel with the length of this period
[hazard ratio (HR): 1.51 if more than 30 days; HR
1.64 if more than 150days delay compared with
those who received treatment within 30days fol-
lowing CRC diagnosis).% Likewise, a systematic
review found that a delayed elective CRC surgery
was associated with poorer overall survival, with
an HR of 1.13 for 1-month delay and an HR of
1.53 for a 3-month delay.®® Moreover, a meta-
analysis showed that a delay of more than 8 weeks
between surgery and adjuvant chemotherapy is
associated with increased mortality (HR: 1.2),%7
being the benefit minimal or completely lost if this
delay progress up to 6 months.2

After the onset of COVID pandemic, several
studies have brought to spotlight the negative
influence of the pandemic in this setting. A
Japanese retrospective study compared the stage
at diagnosis among patients diagnosed with sev-
eral gastrointestinal cancers, between March and
December 2020 and a pre-COVID period
(January 2017-February 2020). Significant dif-
ferences were found both in the incidence of CRC
(13.47% lower in the pandemic period) and in
the CRC stage at diagnosis, with a decreased inci-
dence of stages 0-II (32-35% reduction com-
pared with the pre-COVID period) along with an
increase in stage III CRC cases (68.4% increase).>?
In the same way, a recently published Italian mul-
ticentric study found that CRC patients undergo-
ing surgery in 2020 presented more frequently T4
stages and multiple liver metastases compared
with the same cohort from 2019.%% A modeling
study performed in Canada estimated that only a
3 or 6 months interruption of the CRC screening
program would lead to 1100 or 2200 more CRC
cases, with over 60% at an advanced stage, imply-
ing an increase in CRC mortality in the 2020—
2029 period whose magnitude would be
determined by the timing of resumption of the
screening program (from 0.49% excess of CRC
mortality if immediate restoration to 1.2% assum-
ing a 2-year transition period).®® Conversely, a
multicentric study performed in the Netherlands
tried to approximate the impact of CRC screen-
ing disruption using real-life data, monitoring the
incidence and stage distribution of CRC cases
diagnosed in individuals aged 55-75years (irre-
spective of the indication) before and after the
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pandemic. CRC incidence in this population
decreased from April to June 2020 (being this
drop as high as 42% in April 2020), albeit this
was partially compensated in the second half of
the year (in December 2020, new CRC cases
were 24% higher than expected). Regarding the
staging, 48% of the incidence decrease was due to
stage I CRC, in contrast to stage IV cases which
remain stable, so the authors conclude that this
temporary suspension of the Dutch CRC screen-
ing program would have a minimal long-term
effect on CRC mortality.3!

Circulating tumor DNA (ctDNA) is a new surro-
gate marker of disease burden. In non-metastatic
CRC, the detection of ctDNA after surgery or after
adjuvant chemotherapy has been associated with
minimal residual disease, resulting in high recur-
rence rates and a lower survival.’”? In a recently
published randomized control trial, ctDNA meas-
urement was compared with standard clinico-
pathological features to decide which patients with
stage II CRC should be treated with adjuvant
chemotherapy. A ctDNA approach significantly
reduced the proportion on patients treated with
adjuvant chemotherapy (15% versus 28%) without
compromising recurrence-free survival (93.5%
versus 92.2% at 2years).”! Repeated measurements
of this biomarker after CRC treatment have been
suggested to detect recurrence earlier that radiol-
ogy or laboratory examinations.”? Its measurement
before surgery to identify high-risk stage II or III
patients has also been studied, although currently
available evidence is not strong enough to make
recommendations.” In the same line, in metastatic
CRC, ctDNA concentration harbors prognostic
information, helping clinicians to predict response
to systemic therapies.”® A cohort study including
80 patients with metastatic CRC (half diagnosed
prior the first COVID-19 lock down in France —
March to May 2020) reported that the median
ctDNA was significantly higher in patients who
were diagnosed after the lockdown. Patients with
higher c¢tDNA concentration had lower median
survival (14.7 versus 20 months).”>

Regarding the influence of treatment delays, a
study analyzing all the CRC cases diagnosed in
two hospitals within 2020 (z=107) reported that
53% of patients suffered from treatment delay
(defined as more than 2 months from the first spe-
cialized visit to the start of oncologic therapy).
Almost 40% of patients with treatment delay were
diagnosed with cancer upstaging at the moment of

start treatment (odds ratio: 3.27) compared with
patient who received timely treatment.’® A mode-
ling study performed in England estimated the
effect of a 3—6months delay of the oncologic sur-
gery on the survival (age specific and stage specific)
of different cancers, balancing it with the outcomes
of an equivalent volume of COVID-19 hospitaliza-
tions. For CRC, the survival was markedly affected
even by these modest delays to surgery, with a
reduction in the 5-year net survival around 30%
for stage III CRC in all age groups. Nevertheless, it
should be mentioned that only in the specific group
of older patients (aged >70years) with early stage
CRC, the hypothetical impact of COVID-related
mortality was higher than the impact of 3—6 months
surgical delay. They concluded that cancer diag-
nostic and surgical pathways must be resumed
with rapid catch-up to the backlog accrued.””

Therefore, the adjournments in diagnosis (in both
screening and symptomatic populations) and
access to treatments would have a detrimental
impact in CRC prognosis, although the magni-
tude of this impact is still not completely known.
Regarding the effect of the disruption of CRC
screening programs, a study performed in Italy
analyzed the effect of mortality due to up-stage
CRC patients associated with different delay spans
of the screening program. They conclude that
delays up to 4-6 months do not affect the perfor-
mance of screening programs, but a sustained
backlog beyond 6months would significantly
increase the CRC cases detected in advances
stages, along with a significant increase in the total
number of deaths at 5years (12%) if the delay per-
sists more than 1year. This increase in mortality
was 5.1% for 7-12months delays, being not sig-
nificant,”® supporting the hypothesis of the previ-
ously mentioned Dutch study.3! In symptomatic
patients, a modeling study analyzing the effect of
delays in the 2-week wait referral pathway on dif-
ferent cancer survivals reported that CRC was the
cancer in which the impact of this delay was higher
in terms of attributable lives lost, with a reduction
in 10-year net survival ranging from 10-22% in
the 30-39 age group to 16-36% in the >80 age
group assuming a 3-month delay in this path-
way.”® Another modeling study considering all the
cancer cases diagnosed of four major tumors
(breast, colorectal, lung, and esophageal) esti-
mated a 15.3-16.6% increase in the number of
deaths due to CRC up to 5years after diagnosis,
considering different scenarios with variable avail-
ability of endoscopic resources.8°
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A multicentric study conducted in France recently
published has reported real-life data of 1-year sur-
vival of CRC cases diagnosed within 2020 com-
pared with 2018 and 2019 cases. The 1-year
survival rates for CRC undergoing surgery were
94% in 2018-2019, 93% in 2020 in patients
without SARS-CoV-2 infection, and 76% in 2020
patients with SARS-CoV-2 infection, being infec-
tion related to the SARS-CoV-2 virus an inde-
pendent risk factor of increased mortality (HR:
3.78). The 1-year survival rates for CRC patients
who received other treatments were 64%, 66%,
and 27%, respectively. No significant differences
were found regarding CRC staging or delay to
treatment. The authors, therefore, concluded
that the worse 1-year survival rate was attributa-
ble to the infection itself rather than to the impact
of the pandemic on the health system or tumor
stage.8! However, real-life data with longer fol-
low-up are needed to confirm this interesting
finding as other studies previously mentioned
have reported changes in CRC staging®? and
treatment delays’% associated with the pandemic,
so this finding may differ if analyzed in other
populations.

Limitations

This review has focused on data from developed
countries, as more compelling evidence on the
effects of the COVID-19 pandemic on CRC
patients is available. In these populations, CRC
incidence is higher (around two-thirds of all cases
occurring in cases with high or very high human
development index), but it was stabilizing or
declining prior to the COVID-19 pandemic for-
asmuch as the roll-out of population-based
screening programs and changes toward healthier
lifestyle choices.!-> Rapid increases in CRC inci-
dence and mortality were being observed in low-
income and middle-income countries prior to
pandemic onset. Evidence regarding the influ-
ence of COVID-19 in CRC patients care in these
areas is scarce and hence has almost not been
mentioned in this review. Indirect evidence based
on an international survey suggested that the pan-
demic has had a negative influence, especially in
screening and diagnostic services in these areas.
These health systems are likely less prepared to
overcome this health crisis compared to high-
income countries, so the consequences of the
pandemic on the emerging number of CRC cases
in these populations are still to be determined and
may be devastating.82

Furthermore, the COVID-19 pandemic emerged
2years ago, and its evolution is difficult to antici-
pate as it probably would be variable across differ-
ent world areas regarding vaccination availability
and spread of viral variants. Therefore, data
regarding its long-term influence on CRC patients
only can be based on modeling studies, 20-40,69,77,79,80
whose ability to predict the pandemic outcomes
in this setting is still to be confirmed.

Conclusions

The COVID-19 pandemic is still active, and
since the beginning of 2020 has led health sys-
tems worldwide to complex challenges. In this
review, we have summarized its deleterious
impact in CRC diagnosis both in population
screening programs!3!4 and in symptomatic
patients,38 eliciting temporarily decreased inci-
dence due to a postponed diagnosis in many
CRC cases, as well as an probably increase in
CRC mortality (not yet well established) in the
following years.8° Efforts to mitigate this survival
decline are needed, mainly focusing on catching-
up CRC screening programs and resuming at
least the previous colonoscopy workload in the
endoscopic units to meet the demands of screen-
ing and diagnostic colonoscopies backlog. Using
surrogate biomarkers such as FIT, as well as
stratification by other risk factors,3249 may be
useful strategies to prioritize patients with higher
risk while resuming the normal endoscopic activ-
ity, to minimize this forthcoming increase in
CRC mortality by detecting the cases with a
higher risk.

Regarding CRC treatment, although in the early
stages of the pandemic it was believed that lapa-
roscopic approach may increase the risk of
transmission,® there is no evidence supporting
this fact so the decision of the surgical technique
should be based on the same clinical factors
used prior the pandemic.®! Elective surgery
should not be delayed more than 4—6 weeks if
possible.?3:%6 Likewise, adjuvant chemotherapy
should not be delayed more than 6 weeks if indi-
cated®> and short-course radiotherapy may be
preferred for neoadjuvant therapy in rectal
cancer.>%
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Discusion general y conclusiones

Capitulo 1: Combinacion de sangre oculta en heces y calprotectina fecal en pacientes
sintomaticos. Andlisis del rendimiento diagndstico y econdmico.

Como se ha mencionado en la Introduccién, un importante area de mejora en las unidades de
endoscopias digestivas es minimizar las colonoscopias normales realizadas para estudio de
sintomas gastrointestinales, actualmente excesivas (1-4). Pese a que SOHi y CF parecen
herramientas utiles en este sentido, la evidencia disponible respecto al rendimiento diagndstico
de combinar ambos marcadores no es suficiente.

Los resultados de nuestro estudio confirman este exceso de colonoscopias normales en
pacientes sintomaticos. En un 78,4% las de colonoscopias no se detectd patologia relevante. En
un 3,6% se detectd CCR. Nuestros datos son similares a los del estudio NICE-FIT, mencionado en
Introduccion — 1.2, que, aunque Unicamente incluyé pacientes con sintomas de alto riesgo,
detectd una prevalencia de CCR de 3,3% y de patologia relevante del 11,9% (5). A la hora de
comparar nuestros resultados con otros estudios, se debe tener en cuenta que nuestra
poblacién ha sido seleccionada incluyendo pacientes sintomaticos independientemente del
servicio peticionario de la colonoscopia (la mayoria fueron solicitadas desde atencidn primaria).
En otros estudios se han incluido Unicamente pacientes con unos determinados sintomas,
referidos desde atencion primaria o especializada (6). Pensamos que nuestro disefio refleja
mejor la practica real, aunque la poblacidn sea mas heterogénea que en estudios similares.

Como se ha descrito en el apartado previo (Capitulo 1 — 1.2 Resultados) en nuestra cohorte la
SOHi fue un marcador con una mayor especificidad general (89,6% para patologia colorrectal
significativa, 87,1% para neoplasia avanzada) y con una buena sensibilidad para diagnéstico de
CCR (87,5%), obteniendo un rendimiento diagndstico muy similar al reportado en el metaanalisis
de 2022 de Saw et al mencionado en la Introduccion — Tabla 3 (especificidad para neoplasia
avanzada 87,9% / sensibilidad para CCR 83,6% con el punto de corte de 20 ugr/gr) (7). El VPN
para CCR fue superior al 99% con este punto de corte, confirmando la validada utilidad de SOHi
para descartar CCR en pacientes sintomaticos.

Se debe mencionar que el punto de corte elegido no fue el recomendado por las guias de
practica clinica vigentes en la actualidad (10 pgr/gr), lo que justificamos en base a los resultados
obtenidos en un estudio realizado por nuestro grupo, como se ha mencionado en el apartado
1.1 — Metodologia del Capitulo 1 (8). EI VPN para CCR fue > 99% con este punto de corte, similar
al de los estudios que usan 10 pgr/gr. De los dos casos de CCR no detectados por la SOHi (14/16
detectados— sensibilidad 87,5%) uno de ellos tuvo un resultado indetectable (no se habria
detectado ajustando el punto de corte) y el otro de 18,64 ugr/gr (si se hubiera detectado, pero
también con la estrategia de combinar CF, que en este paciente fue de 247 ugr/gr).

Por otra parte, la CF confirmé ser un marcador mds sensible (78,2% para patologia relevante,
69,1% para neoplasia avanzada). Los resultados de nuestro estudio fueron valorados en un
metaanalisis previamente mencionado en Introduccion — 2.2 (Figuras 2 y 3), contribuyendo a la
evidencia disponible acerca del papel de la CF como marcador de adenoma o CCR. En estas
figuras se aprecia que en nuestro estudio fue en el que mayor sensibilidad para adenoma
avanzado se ha reportado (9). Se puede observar también que existe una gran variabilidad entre
estudios, lo que pone de manifiesto que mds evidencia y de mayor calidad es necesaria para
conocer el papel que la CF podria tener en esta indicacion.
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Figura 1. Rendimiento diagndstico de CF para deteccion de adenoma y adenoma avanzado

Table 3 Sensitivity and specificity data for faecal calprotectin in adenomas and advanced adenomas

Author Year n Cut-off Standard- Sens (%) Spec (%) PPV (%) NPV (%)
Total Adenoma (%) AA (%) ::sue:_joff
Adenomas
Kronborg 2000 814 203(24.9) = 10 mg/I 50 430 - - -
Tibble 2001 233 29(124) - 10 mg/I 50 55.0 85.2% 45.7* 89.3*
Kristinsson 2001 237 73(308) 17(7.2) 10mg/l 50 56.2 474 406* 62.8*
15 mg/I 75 45.2 596 41.8* 63.0*
20 mg/I 100 315 711 41.1*% 61.8*
Damms 2008 140 29(20.7) - 50 pg/g 50 55.0 790 57.0 770
Kalimutho 2011 192 69(359) 34(17.7) 45.8ng/ml 280 25.0* 21.0% 34.0*
Widlak 2016 430 42(98) - 50 ug/g 50 430 56.0 10.0% 90.0*
Rutka 2016 95 36(379) 20 (21.1) = = - =
Advanced adenomas
Hoff 2004 2321 - 195 (84) 50 ug/g 50 26.7* 76.1* 125 890*
Mowat 2015 755 - 41(54) 50pg/g 50 58.5 378 53 938
200 ug/g 200 195 73.7 43 938
I Lue 2020 404 41(10.) 39(10) 50pg/g 50 66.6 4838 122 932
Parente 2012 280 - 85 (304) - - - -
Turvill 2016 654 - 33 (5.0 - - = =

Modificado de Ross et al (9).

Figura 2. Rendimiento diagndstico de CF para deteccién de CCR.

Table 4 Sensitivity and specificity data for faecal calprotectin in colorectal cancer

Author Year n Cut-off Standard-  Sens (%) Spec (%) PPV (%) NPV (%)
ised cut-off
Total CRC (%)
Kronborg 2000 814 23(28) 10 mg/I 50 740 - - -
Tibble 2001 233 62(266) 10mg/l 50 900 - - -
Hoff 2004 2321 16 (0.7) 50 ug/g 50 727" 76.1* 4.2* 99.5*
Damms 2008 140 8(5.7) 50 ug/g 50 100 790 400 100
Meucci 2010 870 34(3.9) 50 mg/dl 85.0 580 6.0 99.0
Kalimutho 2011 192 28(146) 45.8ng/ml 720 750 430* 91.0%
Parente 2012 280 47(16.8) 50 ug/g 50 85.7 39.7 222 933
416 pg/g 416 43.2 8838 442 884
Khoshbaten 2014 150 50(33.3) 758pg/g 758 80.0 84.0 - -
Mowat 2015 755  28(3.7) 50 pg/g 50 82.1 38.8 5.1 98.2
200 pg/g 200 464 749 6.9 97.2
Rutka 2016 95 19(200) 1285pg/g 1285 778 70.0 538 875
Turvill 2016 654 39(6.0) 50 pg/g 50 927 35.2 87 98.6
Widlak 2016 430 24(56) 50 ug/g 50 68.0 84.0 21.0* 98.0%
Hogberg 2017 373 8(21) 20ug/g 20 100 51.5 43 100
50 pg/g 50 87.5 721 64 99.6
100ug/g 100 50.0 85.2 69 987
Turvill 2018 515 27(5.2) 10 pa/g 10 74.1 66.3 109 979
[Lue 2020 404 16(4)  50pg/g 50 75 482 56 o79 |

*Calculated value, CRC colorectal cancer, PPV positive predictive value, NPV negative predictive value

Modificado de Ross et al (9).
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En nuestra cohorte, la _combinaciéon de SOHi + CF mostré un rendimiento diagndstico
significativamente superior al de cada marcador aislado, valorado mediante sus ABC. Combinar
ambos marcadores fue la Unica estrategia que mostré un ABC > 0,8 para el diagndstico de
patologia significativa, siendo estos valores de 0,741 para SOHi, 0,735 para CF y 0,815 para su
combinacion. Nuestros resultados no coinciden con los de otros estudios de disefo similar, en
los que la SOHi parecia un marcador superior a la CF, y la combinacién de ambos no mejoraba
el rendimiento de la SOHi aislada (10-12). Estas diferencias pueden estar asociadas con sutiles
diferencias en la poblacién a estudio, con los kits comerciales utilizados (especialmente
relevante en CF) (13), o con diferentes definiciones de patologia colorrectal significativa
utilizadas en los estudios. Por el contrario, nuestros resultados si son muy similares a los de otro
estudio que reportd valores de ABC de 0,797 para SOHi, 0,722 para CF y 0,832 para la
combinacion de ambos. Este estudio debe interpretarse con cautela por su pequefio tamano
muestral (201 pacientes) y poblacién muy heterogénea incluyendo pacientes asintomaticos, con
SOHi positiva previa o vigilancia de pacientes con Ell conocida (14).

En nuestro estudio, combinar SOHi y CF obtuvo una sensibilidad de 88,5% para el diagndstico de
patologia colorrectal relevante y de 85,5% para neoplasia avanzada. Estos valores son mas altos
gue los reportados para la SOHi con punto de corte de cualquier hemoglobina detectable
(sensibilidad para patologia significativa 67,7% en el metaanalisis de Saw et al) (7), lo cual es un
dato a favor de esta combinacidn frente a los autores que abogan por utilizar puntos de corte
bajos de SOHi para lograr la mayor sensibilidad en estos pacientes.

En resumen, con esta estrategia, en nuestra poblacion se podrian haber evitado un 41,8% de las
colonoscopias realizadas (SOHi y CF negativas) con un VPN para cualquier patologia relevante
de 94.1% y perdiendo Unicamente un 11.5% de estos casos (sensibilidad 88,5% - 77/87). Estos
10 falsos negativos se enumeran en la version original del articulo (Table 6), siendo la mayoria
adenomas avanzados que podrian haberse detectado aplicando estrategias como repetir estos
marcadores en caso de persistencia de los sintomas. El VPN de la combinacion fue mayor en
mujeres (95,2%) y en pacientes menores de 50 afios (96,9%).

Una limitacion a la hora de comparar nuestros resultados con otros estudios es que la definicidn
de adenoma avanzado o incluso de patologia relevante no es la misma en todos los estudios. En
el estudio NICE-FIT se definid la patologia relevante como CCR + adenoma avanzado + Ell. La
SOHi obtuvo un VPN de 95,6% con un punto de corte de cualquier valor detectable y de 94,5%
utilizando 10 pgr/gr, con valores de sensibilidad de 77,1% y 62,6% respectivamente
(Introduccion — Tabla 4). En nuestra cohorte, aunque no hemos definido patologia relevante
igual que en el estudio NICE-FIT, si hemos realizado un subanalisis de CCR + adenoma avanzado
+ Ell (78/404 pacientes, Table 3 manuscrito original). La combinacién de SOHi y CF mostré un
VPN similar a la SOHi con punto de corte detectable del estudio NICE-FIT (95,3% vs 95,6%) con
una mejor sensibilidad (89,7% vs 77,1%) (5).

Otro punto de debate es la indicacién de realizar un test de SOHi en pacientes que consultan
por rectorragia. Parece légico pensar que quiza en estos pacientes, con un sangrado objetivado,
realizar test que se basan en detectar sangrados microscdpicos no tiene mucho sentido. De
forma similar al resto de pacientes sintomaticos, el porcentaje de pacientes con rectorragia que
presentan Unicamente hallazgos benignos o colonoscopias normales (sin llegar a identificar una
potencial causa del sangrado) es también elevado (15, 16). Estos pacientes suponen un
porcentaje muy importante de nuestra cohorte (41,2% - 166/404). Se debe sefialar que la SOHi
fue negativa en el 78,3% (130/166) de estos pacientes, con un VPN de 88,5% para patologia
significativa (Table 4 manuscrito original), cifra mds alta que para la cohorte general (86,9%). Por
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tanto, nuestros datos sugieren que realizar SOHi si tiene una gran utilidad clinica en pacientes
gue consultan por rectorragia. De hecho, un subanalisis del estudio NICE-FIT posterior a nuestro
estudio, que analizé el rendimiento diagndstico de la SOHi en pacientes con rectorragia,
confirmd nuestras conclusiones. En este estudio, un 32% de los pacientes incluidos presentaban
rectorragia (3143/9822). De estos, en un 56% la SOHi fue indetectable y en un 73,1% fue
negativa con un punto de corte de 10 pgr/gr. Con este punto de corte, los VPN fueron de 99,8%
para CCRy de 94,1% para patologia significativa (definida en Introduccion — Tabla 4) (17).

Como otra posible limitacion se debe sefialar que actualmente se recomienda repetir la
determinacién de CF cuando esta presenta valores elevados, e incluso se recomienda un punto
de corte de 100 pgr/gr en la evaluacion inicial de pacientes sintomaticos — ver Introduccion —
Figura 1 (3, 18). En nuestra cohorte se realizé una Unica determinacion de CF con punto de corte
de 50 pgr/gr (recomendado en el momento de disefiar el estudio), y la mayoria de los pacientes
con valores de CF 50 — 100 pgr/gr no presentaron patologia significativa (Figure 5 manuscrito
original). Posiblemente repetir la CF o utilizar un punto de corte mayor hubiera mejorado el
rendimiento diagndstico de las estrategias basadas en CF (CF aislada o SOHi + CF), asi como su
coste-efectividad.

Por ultimo, los datos de la evaluacién econdmica también sugieren que la combinacién de
ambos marcadores es la estrategia mas coste-efectiva, valorando tanto los costes directos
(ahorro de 254€ por cada paciente con patologia correctamente detectado) como los costes
directos + indirectos (ahorro de 458€ por cada paciente con patologia correctamente
detectado). Se debe sefialar que los costes derivados de la realizacién de los marcadores no
invasivos supusieron una proporcidn baja (maximo de 2% en el escenario en el que todos los
pacientes se analizarian con SOHi + CF previamente a la endoscopia) en comparacién con los
gastos derivados de la realizacidon de endoscopias digestivas y potenciales complicaciones de
estas.

A modo de conclusién, este estudio sugiere que la_combinacién de SOHi y CF en pacientes
sintomdticos podria ser una estrategia eficaz para seleccionar pacientes con bajo riesgo de
patologia significativa, reduciendo por tanto el nimero de colonoscopias innecesarias por esta
indicacidn. En nuestra poblacion se evitarian en torno al 40% de las endoscopias con un VPN del
94,1%. Asi mismo, esta estrategia parece tener un rendimiento diagnédstico superior al de cada
uno de los marcadores por separado siendo también la estrategia mas coste-efectiva.

Capitulo 2: Combinacidon de sangre oculta en heces, calprotectina fecal y un test rdpido que
detecta 4 marcadores fecales en poblacién de cribado de cancer colorrectal.

En esta cohorte de pacientes de cribado de CCR, la prevalencia de adenoma avanzado y CCR han
sido similares a las reportadas por otros programas de cribado a nivel mundial (31,8% y 6,5% en
nuestro estudio - 25,3% y 5,1% en el metaandlisis de Mohan et al que analizé mas de 6 millones
de participantes en programas de cribado) (19). La frecuencia algo superior de estas lesiones en
nuestra cohorte probablemente se deba a que en nuestra Comunidad Auténoma el cribado de
CCR se inicié en el grupo de edad de 60-70 afios, como refleja mediana de edad (64 afios) de los
pacientes incluidos en nuestro estudio. En cualquier caso, en un 45,5% de nuestras
colonoscopias no se detectd ninglin adenoma (52,2% en Mohan et al) (19), datos que refuerzan
nuestra intencion de buscar nuevas estrategias que permitan seleccionar mejor en qué
pacientes de riesgo medio se debe realizar cribado endoscdpico y en cuales podria evitarse.
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La principal conclusién de este estudio es que la SOHi es el marcador con el mejor rendimiento
diagndstico en esta poblacidn, medida tanto con un test cuantitativo (ABC 0,725 para neoplasia
avanzada /0,850 para CCR) como con la SOHi cualitativa del test rapido (ABC 0,70 para neoplasia
avanzada / 0,783 para CCR). Ninguna de las combinaciones exploradas logré mejorar el ABC de
la SOHi aislada: la CF cuantitativa mostré una nula utilidad en esta poblacidn, y la combinacion
de los 4 marcadores del test rapido (incluyendo SOHi) no mejoré el rendimiento diagnédstico de
la SOH aislada (ABC 0,681 para neoplasia avanzada / ABC 0,863 para CCR). Por tanto, no hemos
sido capaces de disefar una estrategia combinando marcadores fecales que potencialmente
pudiera mejorar el rendimiento diagndstico de la SOHi en los programas de cribado de CCR.

Sin embargo, un resultado que debemos destacar es el alto porcentaje de pacientes con un
resultado de SOHi negativo, siendo que todos partian de una SOH positiva previa reciente con
punto de corte de 20 ugr/gr: 78,3% con el mismo punto de corte, 56,8% < 10 ugr/gr, 18,2%
indetectable. Incluso entre los 22 pacientes con CCR, 1/22 tuvo un resultado de SOHi
indetectable y 6/22 < 20 ugr/gr (sensibilidad 72,7% - similar al 75% reportado en un metaanalisis
del rendimiento diagndstico de SOHi en programas de cribado con este punto de corte) (20).
Estos valores son todavia mayores en pacientes con neoplasia avanzada (Table 1, manuscrito
original). Aunque sean cifras que llaman la atencion, un estudio publicado en 2011 que analizé
los resultados de mds de 1800 participantes a los que se realizé cribado con 2 test de SOHi
recogidos en dos dias consecutivos, ya observé una discrepancia entre los resultados de las dos
determinaciones de hasta el 42% en adenomas avanzados y el 25% en CCR (21).

La TF fue el Unico marcador con un rendimiento diagndstico comparable a la SOHi, con una
menor sensibilidad, pero mayor especificidad que la SOHi del test rapido para diagndstico tanto
de adenoma avanzado como de CCR. No se detectaron diferencias significativas entre las ABC
de la SOHi del test rapido y TF para diagnéstico de CCR (0,783 vs 0,764, Figure 2c), pero la SOHi
cuantitativa mostré mejor ABC que ambas (ABC 0,850). Ademads, el ABC para el diagnostico de
neoplasia avanzada fue significativamente mayor en los test de SOHi, sin diferencias
significativas entre las dos SOHi (0,725 y 0,700 de SOHi vs 0,625 de TF). Las mismas conclusiones
habian sido alcanzadas en un estudio previo con un disefio similar (22).

Un resultado a destacar es el mal rendimiento diagndstico de la CF para detectar adenoma
avanzado y CCR: sensibilidad 50,38%, especificidad 41,06%, ABC 0,477, sin diferencias
significativas en sus valores entre pacientes con CCR y otros diagndsticos. Con estos datos,
podemos afirmar que la_CF parece un marcador sin ninguna utilidad para detectar lesiones
neoplasicas en esta poblacién. Estos resultados no coinciden con los obtenidos con el mismo
marcador en el Capitulo 1 ni con los datos del metaanalisis de Ross et al publicado en 2022 que
concluyo que la concentracion de CF en pacientes con CCR es significativamente mas alta (9).

Entre las causas que justifiquen que la CF no haya demostrado utilidad en esta indicacion
podrian estar que el test utilizado fue de una casa comercial distinta al empleado en el Capitulo
1 (los resultados no son comparables entre test, como se ha sefialado en Introduccion -2.3) (13).
La disparidad de resultados entre distintos test sin duda ha influido en este resultado. De hecho,
la CF del test rdpido, con el mismo punto de corte, aunque tampoco tuvo un buen rendimiento
diagnostico (ABC 0,532), mostrd resultados diferentes especialmente en la sensibilidad para
detectar CCR (95,45% frente a 63,63% de la CF cuantitativa). En un estudio publicado en 2022,
con un disefio idéntico a nuestro Capitulo 2, los resultados fueron muy similares a los de la CF
rapida de nuestro estudio, siendo la CF un marcador sensible pero poco especifico de CCR (Tabla
1). Esto sugiere que la CF cuantitativa utilizada en nuestro estudio tiene un peor rendimiento
diagndstico que otros test de CF y que la CF de nuestro test rapido en esta poblacion.
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Tabla 1. Rendimiento diagndstico de CF en pacientes de cribado de CCR (SOHi positiva previa)

Patologia Test de CF Positividad Sensibilidad Especificidad VPP VPN
CCR CF cuantitativa 55,7% 63,63% 44,9% 7,48%  94,63%
CF rapida 64,3% 95,45% 37,9% 9,72% 99,16%
Ross et al (23) 59,7% 92,8% 41,7% 6,2% 99,3%
Neoplasia CF cuantitativa 55,7% 50,38% 41,06% 34,75% 57,04%
avanzada CF rapida 64,3% 68,22% 38,16% 40,74% 65,83%
Ross et al (23) 59,7% 58,3% 39,9% 23,23%  75,6%

Datos comparativos de la cohorte del Capitulo 2 con datos de un estudio con disefio idéntico
publicado en 2022 (23).

Pero, otra posibilidad mas interesante que ha podido influir en este “mal” resultado es que la
CF se eleve especialmente en casos de CCR con un componente inflamatorio mas intenso y un
comportamiento mds agresivo. En un estudio publicado en 2014, realizado en Unicamente 80
pacientes con CCR, los valores de CF fueron significativamente mas altos en casos T3-T4 que T1-
T2 (24). Podria ocurrir que, en poblacién de cribado, donde los casos de CCR suelen
diagnosticarse en estadios mas iniciales (2) y por definicion no condicionan sintomas, la CF no
aporte tanto valor como en pacientes con clinica establecida. Esto en realidad, mds que un
resultado negativo, podria interpretarse como una puerta a nuevas hipdtesis de investigacion:
quiza los casos de CCR que elevan CF tienen un microambiente tumoral distinto, con una
progresion _mds rdpida que condiciona sintomas mds rdpidamente, o incluso son mas
subsidiarios a tratamientos que actian por las vias de la inflamacién y el sistema inmune. De
hecho, un estudio publicado en 2022 que analizé el rendimiento diagndstico de SOHi y CF en
pacientes sintomaticos y asintomaticos, concluyd de forma similar a los Capitulos 1 y 2 de esta
tesis que el rendimiento diagndstico de ambos marcadores es similar en poblacién sintomatica
(ABC 0,817 de CF vs ABC 0,854 de SOHi), pero en pacientes asintomaticos la SOHi tiene una
capacidad diagnéstica superior (ABC 0,694 de CF vs ABC 0,769 de SOHi) (14). Los resultados de
nuestros capitulos no son tan comparables ya que hemos utilizado distintos test y el rendimiento
diagndstico de CF en este capitulo ha resultado ser practicamente nulo, pero estdn en la misma
linea. Con unos resultados similares, la LF tampoco parece un marcador util en esta indicacion.

Una limitaciéon que se debe tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados de los
Capitulos 1y 2 es que la definicion de adenoma avanzado se ha basado en los criterios de la guia
de la sociedad europea de endoscopia digestiva de 2013 (= 3 adenomas, adenoma = 10mm, con
componente velloso o displasia de alto grado, o lesidn serrada = 10mm o con displasia) (25).
Estos criterios son los que seguimos empleando actualmente en nuestro medio, de acuerdo con
las guias y documentos de consenso espafolas de 2018 vigentes (26, 27). Sin embargo, la guia
europea de 2020 propuso una nueva clasificacion de adenoma que precisa seguimiento

endoscdpico, cambiando el nimero de adenomas que justifican realizarlo a 2 5, y sin tener ya
en cuenta el componente velloso (28). Aplicando esta nueva clasificacidn, la_frecuencia de
adenoma_avanzado en los resultados de nuestros Capitulos 1 y 2 seria algo menor de la
presentada, y puede que el rendimiento diagndstico de los marcadores analizados se viera
ligeramente afectado. Estas guias no estaban vigentes en el momento de redaccion de estos
articulos asi que estos datos no se han analizado y no se presentan en esta tesis.

La gran limitacion de este capitulo es que todos los pacientes incluidos tenian una SOHi previa
con punto de corte de 20 pgr/gr, por lo que no podemos extrapolar nuestros resultados a la
poblacién de riesgo medio.
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Capitulo 3: Validacion de un test rapido que detecta 4 marcadores fecales en pacientes con Ell
conocida.

Como se ha mencionado en los apartados Introduccion y Objetivos de esta tesis doctoral, en
pacientes con Ell es necesario disponer de marcadores no invasivos fiables que permitan
predecir que pacientes van a presentar actividad inflamatoria objetiva. De esta forma, se
conseguiria una monitorizacién precisa y lo mds cdmoda posible para el paciente, evitando
realizar excesivas colonoscopias. Aunque la CF es un marcador de demostrada utilidad en esta
indicacion, disponer de test rapidos fiables que puedan ser realizados incluso en el domicilio del
paciente podria ser una alternativa mas cdémoda si demostraran tener un rendimiento
diagndstico similar a la CF.

La pandemia por COVID-19 ha dificultado todavia mas el seguimiento de estos pacientes.
Especialmente en la primera ola, se suspendieron muchas visitas presenciales y endoscopias
programadas ante la preocupacion de que estos pacientes (muchos bajo tratamiento
inmunosupresor) pudieran desarrollar cuadros mas graves, ademas de la minimizacién de todas
las intervenciones no urgentes y visitas médicas no imprescindibles dado el contexto de
confinamiento poblacional y colapso del sistema sanitario (29). Disponer de herramientas de
seguimiento, como el test que analizamos, que permitan evaluar la actividad de la enfermedad
de forma fiable sin precisar desplazamiento a medio hospitalario, todavia se hizo mas relevante.
Aunque con la evolucidn de la pandemia este escenario ha cambiado y se han podido retomar
las visitas presenciales necesarias, probablemente la telemedicina ha llegado para quedarse y
en muchos pacientes con Ell podamos realizar seguimiento sin necesidad de desplazamiento al
medio hospitalario. La telemedicina, ademas de minimizar visitas hospitalarias y riesgo de
contagio en contexto de la pandemia, se asocia a una mayor participacion y conocimiento de su
enfermedad por parte de los pacientes, con capacidad potencial de mejorar su calidad de vida,
ademas de contribuir a aliviar la carga asistencial habitual (30, 31).

En esta cohorte heterogénea de pacientes con Ell (incluyendo pacientes con EC y CU, con o sin
actividad clinica o cirugias previas), el test rapido capaz de detectar 4 marcadores fecales mostro
una buena capacidad diagndstica para la deteccién de actividad inflamatoria endoscépica (ABC
0,845). Este valor es comparable a la mayoria de los resultados reportados para los test
cuantitativos de CF en pacientes con Ell, marcador con validez contrastada en esta poblacion
(32-34), sugiriendo que quiza nuestro test rapido podria alcanzar un papel similar, con una
mayor comodidad para el paciente y aportando resultados inmediatos. El rendimiento
diagndstico del test rapido fue significativamente superior al de cualquiera de los 4 marcadores
que lo conforman.

Puede llamar la atencién que la_CF del test rédpido mostrara un valor de ABC de Unicamente
0,660. Aunque es un valor llamativamente mas bajo que la mayoria de las ABC reportadas en la
literatura para este marcador (la mayoria en torno a 0,8 - 0,9) (32-34) se debe recordar que la
mayoria de estos estudios de rendimiento diagndstico se realizaron con test de CF cuantitativos,
con multiples puntos de corte elegibles, cada uno con diferentes valores de sensibilidad y
especificidad, que justifican un ABC superior. El punto de corte de la CF del test rapido analizada
en nuestro estudio es de 50 pgr/gr, menor del recomendado para valorar actividad endoscdpica
en pacientes con Ell (32). Otros estudios basados en test rapidos también reportaron ABC algo
inferiores. Un estudio que evalud el rendimiento diagndstico de un test rdpido de CF con 3
posibles resultados (< 50 pgr/gr, 50 — 200 pgr/gr y > 200 pgr/gr) detecté un ABC de este
marcador para diagndstico de actividad endoscépica de 0,75 (35).
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La CF fue el marcador con mayor sensibilidad para diagnéstico de actividad inflamatoria entre
los 4 marcadores analizados (97,6%). Los otros 3 marcadores mostraron una peor sensibilidad
(<60%) pero con una considerablemente mejor especificidad que la CF (> 87% frente al 34,4%
de la CF — Table 2 del manuscrito original). El marcador mas especifico fue la LF (92,2%). En un
estudio realizado en 77 pacientes con EC en 2008, la CF mostrd valores de sensibilidad y
especificidad de 91% y 44%, siendo estos valores para LF de 66% y 92% (36), resultados similares
con los mismos puntos de corte que los del test rdpido utilizado en nuestro estudio. De forma
analoga, otro estudio realizado en 2016 valord el rendimiento diagnéstico de dos test rapidos
de CFy LF en 72 pacientes con Ell, con hallazgo de valores de sensibilidad y especificidad de 93%-
34% para CF, y 67%-86% para LF (35). Parece pues que con estos puntos de corte la CF es un
marcador con buena sensibilidad y la LF con buena especificidad para el diagndstico de actividad
endoscépica en pacientes con Ell. Esta combinacién de un marcador sensible (CF) con otros mas
especificos (LF, SOHi y TF) probablemente sea responsable del buen rendimiento diagndstico
demostrado por el test rapido.

El rendimiento diagndstico de cada marcador fue similar en pacientes con CU y EC (manuscrito
original — Table 3). Como excepcion, la LF mostré un rendimiento diagndstico aparentemente
superior en CU (sensibilidad 66,7%; especificidad 97,4%) que en EC (sensibilidad 48,1%;
especificidad 84%). Esto ya habia sido sugerido por un metaanalisis publicado en 2020, que
analizando sus resultados en mas de 700 pacientes con Ell reportd una sensibilidad vy
especificidad combinadas de 81% y 82% para CU, frente a 82% y 71% para EC, concluyendo que
la LF parece un marcador mds fiable en pacientes con CU (37). Esta menor especificidad para la
deteccién de actividad endoscépica en pacientes con EC comparados con CU también se ha
sugerido para la CF (especificidad 79% en CU, 67% en EC en un metaanalisis de 2015) (33).

Sin embargo, mas alla del rendimiento diagndstico de cada marcador aislado (que en estos test
cualitativos siempre serd inferior a los de test cuantitativos secundariamente a la pérdida de
informacidn que supone dicotomizar una variable cuantitativa), consideramos mds interesante
la capacidad diagndstica del test rdpido en su conjunto. Como ya hemos mencionado, el ABC del
test rapido fue de 0,845. El rendimiento para la deteccidn de actividad endoscdpica fue éptimo
en los resultados extremos: 19 pacientes (17,9%) tuvieron un resultado negativo en los 4
marcadores, con una sensibilidad y VPN del 100%. Por el contrario, 13 pacientes (12,3%)
obtuvieron resultados positivos en los 4 marcadores, con especificidad y VPP del 100%. Estos
resultados extremos estan presentes en un 30,2% de la cohorte, lo que se traduce en que el test
rapido podria potencialmente facilitar el seguimiento y manejo de hasta un tercio de los
pacientes con Ell. En el 17,9% de pacientes con 0 marcadores positivos la colonoscopia podria
evitarse. En pacientes con 4 positivos, esta también podria evitarse dada la alta seguridad de
qgue se va a detectar inflamacién. Si se considerara necesario evaluar en detalle el grado de
actividad previamente a realizar modificaciones terapéuticas, se podrian priorizar estas
endoscopias dada la seguridad de que se va a detectar inflamacion objetiva. No hemos podido
demostrar una relacidn significativa entre el nimero de marcadores positivos y la gravedad de
la actividad endoscépica, probablemente por el escaso nimero total de pacientes activos.

Resultados intermedios (= 2 test positivos, = 3 test positivos) obtuvieron valores crecientes de
especificidad y decrecientes de sensibilidad. Distintos puntos de corte podrian utilizarse en la
practica_en funcidn de la situacidn clinica de cada paciente y la disponibilidad de recursos
endoscépicos. El punto de corte que mostré un mejor rendimiento diagnéstico global (valorado
mediante el indice de Youden) fue el de > 2 test positivos: sensibilidad 73,8%; especificidad
78,1%; VPP 68,9%; VPN 82%.
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Se debe sefialar, respecto a la definicion de actividad endoscdpica, que en pacientes con CU
diferentes estudios la han definido como valores del score Mayo >1. Datos de un metaanalisis
reciente refuerzan nuestro disefio mas estricto de considerar Unicamente aquellos pacientes
Mayo 0 en curacién mucosa. Esta puntuacidn se asocié con un menor riesgo de brote, de hasta
el 67% al afo, comparados con pacientes con actividad Mayo 1 (38). Es posible que el
rendimiento diagndstico del test rapido fuera todavia mejor si hubiéramos considerado a
pacientes con actividad Mayo 1 en remision.

Una de las principales limitaciones de este estudio fue que no disponemos de datos de la
actividad clinica u otros marcadores no invasivos de inflamacidn en el momento de realizar los
test fecales y colonoscopia. Nuestra intencién fue realizar una validacién de este test en una
cohorte representativa de las colonoscopias que realizamos habitualmente en pacientes con Ell,
algunos con actividad clinica y otros en remisidn. Por otra parte, se debe senalar como principal
limitacion el pequefio nimero de pacientes con actividad endoscdpica (15 pacientes con CU, 27
con EC), por lo que los resultados presentados, aunque son una primera aproximacion de la
potencial utilidad de este test, deben interpretarse con cautela.

Otra limitacién es que no hemos analizado test cuantitativos de SOHi o CF en esta cohorte de
pacientes. La razdon de haber estudiado Unicamente el test rdpido es que en poblacion con Ell la
CF especialmente, pero también otros marcadores como la SOHi o la LF, han demostrado un
buen rendimiento diagndstico, y no consideramos que pudiéramos aportar nueva informacion
repitiendo este andlisis. En cambio, nos parecia un objetivo interesante estudiar si con la
combinacion de 4 marcadores este test rdpido lograba un rendimiento comparable a estos
marcadores ampliamente validados, pero con una mayor comodidad para el paciente.

En conclusion, este test rapido podria ser una herramienta util para monitorizar la actividad
inflamatoria en pacientes con Ell, con un alto rendimiento diagndstico especialmente cuando
los 4 marcadores son negativos o positivos. Al ser un test que puede ser realizado por los propios
pacientes en su domicilio, ademas de su buen rendimiento diagndstico, aporta comodidad para
los pacientes, reduciendo el nimero de visitas a centros sanitarios y pudiendo formar parte de
estrategias de telemedicina para el seguimiento de pacientes con Ell, con posibilidades
potenciales de mejorar su calidad de vida.

Capitulo 4: Efectos de la pandemia por COVID-19 en los pacientes con CCR. Papel de marcadores
fecales no invasivos en contrarrestar sus consecuencias negativas.

Finalmente, en el ultimo capitulo de esta tesis, presentamos una revision de la evidencia
disponible acerca de cdmo la pandemia por COVID-19 ha afectado el diagndstico y manejo de
los pacientes con CCR. Los estudios en los que se basan los Capitulos 1-3 de esta tesis fueron

disenados y llevados a cabo previamente al inicio de la pandemia, con la intencidn de disefiar
estrategias no invasivas para reducir la excesiva demanda de colonoscopias ya existente en ese
momento, reduciendo en la medida de lo posible aquellas colonoscopias que no detectaban

patologia o justificaban un cambio en el manejo terapéutico de nuestros pacientes. La llegada
de la pandemia por COVID-19 supuso un empeoramiento en esta sobrecarga de las unidades de
endoscopias digestivas, con un cese temporal de su actividad que se tradujo en aumento
posterior de las listas de espera, ademads de una paralizacion de los programas de cribado de
CCR. Estas estrategias basadas en marcadores no invasivos para priorizar adecuadamente las
indicaciones de colonoscopias cobran todavia mas relevancia en este contexto.
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Se ha estimado que para compensar el retraso acumulado en las colonoscopias de cribado
durante el tiempo que los programas de cribado poblacional de CCR han estado interrumpidos
durante la pandemia, se deberia aumentar el volumen de colonoscopias hasta un 150% (39).
Esto no es posible en todos los sistemas sanitarios, por lo que se han sugerido otras estrategias
como modificar el punto de corte de la SOHi de cribado o ajustarlo en funcién de factores de
riesgo, como sexo y edad (40). Otro factor primordial para asegurar el éxito del cribado es
mantener una buena participacidn tras la pandemia, ya que muchos pacientes asintomaticos
pueden ser reticentes a acudir a centros sanitarios. Un descenso en la participacion implicaria
un aumento en la incidencia y mortalidad por CCR, aunque se recuperara el volumen de
colonoscopias (39). Asi mismo, se ha observado que el primer afio tras la pandemia ha habido
un importante descenso en el nimero de pacientes sintomdaticos con sospecha de CCR remitidos
para estudio endoscdpico, junto con un retraso en la evaluacion de los mismos (41). El uso
sistematico de la SOHi para evaluar pacientes sintomaticos (incluso de alto riesgo) se ha
recomendado en este escenario, estimando que podria asociarse a un descenso en la mortalidad
por CCR atribuida a retrasos secundarios a la pandemia y a una disminucién de la presién sobre
las unidades de endoscopias (42). También se ha recomendado este marcador para seguimiento
no invasivo de pacientes de alto riesgo de CCR durante la pandemia (43).

Se ha reportado un descenso en la incidencia de CCR de hasta el 20-40% en el primer afio tras la
pandemia de forma consistente en multiples estudios realizados en paises con distintos sistemas
sanitarios (44). Este descenso de incidencia representa en realidad casos sin diagnosticar. En
consecuencia, si no se logra compensar estos atrasos diagndsticos, el prondstico a largo plazo
de esta enfermedad puede verse afectado. La proporcién de pacientes diagnosticados por
presentar clinica digestiva o incluso con complicaciones graves que precisaron de cirugia urgente
también se ha visto aumentada tras la pandemia (45).

En cuanto al tratamiento del CCR durante la pandemia, en la mayoria de los sistemas sanitarios
se ha producido un descenso en la frecuencia de cirugias laparoscépicas, debido a la creencia de
que esta técnica podria asociarse a un mayor riesgo de creacion de aerosoles con un incremento
en el riesgo de transmisién (46). Sin embargo, no hay evidencia firme que sustente esta
afirmacion, y las sociedades de expertos recomiendan basar la decisidn de la técnica quirurgica
en los mismos factores clinicos que se valoraban previamente a la pandemia (47). Otras
recomendaciones a tener en cuenta es que la cirugia programada no deberia demorarse mas de
4-6 semanas y la quimioterapia adyuvante no mas de 6 semanas. Los ciclos cortos de
radioterapia preoperatoria se recomiendan frente a la quimioradioterapia convencional en
tumores de localizacién rectal en los que esté indicada neoadyuvancia.

Por ultimo, se debe mencionar que la influencia que estos cambios en el manejo de los pacientes
con CCR puedan tener en el prondstico a largo plazo de esta enfermedad y en las cifras de
mortalidad global es algo que estad todavia por determinar, y que dependerad de cdmo cada
sistema sanitario es capaz de reiniciar la actividad en las unidades de endoscopias y de priorizar
a los pacientes en lista de espera. Varios estudios han estimado que se producird un aumento
en la incidencia y mortalidad por CCR en los préoximos afios, variable en funcién de la
participacién en programas de cribado y el tiempo que tarde en retomarse la actividad
endoscdpica al volumen que habia previamente a la pandemia, con potenciales aumentos de
entre el 1-15% en exceso de mortalidad por CCR en las préximas 2-3 décadas (39, 48). Los
escasos datos reales (con seguimiento a un afio) no sugieren que haya un aumento en la
mortalidad en los pacientes diagnosticados de CCR tras la pandemia (49), pero su impacto a
largo plazo en la presentacidn y prondstico global de esta enfermedad estad aun por determinar.
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Perspectivas Futuras

Tras el término de esta tesis doctoral por compendio de publicaciones acerca del papel
diagndstico de marcadores fecales no invasivos de patologia colorrectal, el doctorando y sus
directores y tutor de tesis van a continuar en los préximos afios explorando distintas lineas de
investigacion en este campo.

Una de las afirmaciones mas repetidas en esta tesis doctoral es que el porcentaje de
colonoscopias normales entre las realizadas para estudiar pacientes con sintomas
gastrointestinales es excesivamente alto. Los datos del Capitulo 1 sugieren que combinar SOHi
y CF podria ser una estrategia util, con mejor rendimiento que utilizar estos marcadores de
forma aislada, siendo ademas una estrategia coste-efectiva. Sin embargo, otros estudios con un
disefio practicamente idéntico obtuvieron resultados distintos (1-3). Aunque como se ha
mencionado en la discusion del Capitulo 1 esto puede ser debido a varios factores como los
distintos kits de CF o las sutiles diferencias en la poblacién a estudio, los datos de nuestro estudio
son insuficientes para resolver de forma definitiva esta pregunta cientifica. Son necesarios
estudios con un mayor tamano muestral y un disefio mas sdlido y homogéneo para resolver de
forma mds definitiva este dilema. Para dar respuesta a esta pregunta cientifica, se planted el
estudio multicéntrico “ADVANTAGE - A model evaluation study for selection of symptomatic
patients with colonoscopy referral from general practice using immunological fecal occult blood
test (FIT) and calprotectin”, puesto en marcha desde la Asociacion Espafiola de
Gastroenterologia. Con la participacién de mds de 10 centros nacionales, se ha conseguido un
tamafio muestral suficiente (mds de 1200 pacientes) para aportar al fin evidencia sélida acerca
del papel que esta combinacién podria tener en la valoracién de pacientes sintomaticos.
Actualmente el estudio esta pendiente de publicacidn de los resultados definitivos. El
doctorando participéd de forma activa en este grupo, colaborando en el reclutamiento de
pacientes en el Hospital Clinico Lozano Blesa de Zaragoza.

Otro aspecto interesante respecto a la evaluacién de pacientes sintomaticos es que quiza el test
rapido que hemos estudiado en poblacidn de cribado e Ell en los Capitulos 2 y 3 podria tener
una gran utilidad en esta poblacién. Los sintomas gastrointestinales son un motivo de consulta
muy frecuente en atencién primaria y disponer de este test, que permite obtener resultados
rapidamente en la propia consulta, podria ser una herramienta muy util en caso de que también
demuestre un alto VPN para patologia colorrectal significativa. Con esta hipdtesis, hemos
planteado un estudio con disefo idéntico al del Capitulo 1 analizando el rendimiento diagndstico
del test rdpido en esta poblacidn. El doctorando, junto con los directores y tutor de esta tesis,
ha dirigido su disefio, puesta en marcha y analisis preliminares realizados hasta la fecha. Sus
resultados provisionales han sido presentados en congresos nacionales e internacionales de
aparato digestivo y sugieren que el test rapido podria tener una doble funcién muy interesante
en esta poblacion. En pacientes con los 4 marcadores negativos (aproximadamente el 40%) el
VPN para patologia colorrectal significativa fue del 94,8% (100% para CCR o Ell), permitiendo
seleccionar pacientes en los que se podria evitar la colonoscopia. En pacientes con los 4
marcadores positivos (aproximadamente el 6%), se detecté CCR o Ell en mas del 70% - ver Figura
1. Este estudio estd pendiente de analisis definitivo tras haber completado recientemente la
inclusidn de pacientes, y de redaccion del manuscrito final y envio para su publicacién.
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Figura 1. Rendimiento diagndstico del test rapido evaluado en los Capitulos 2 y 3 en una
cohorte de pacientes sintomaticos
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Gréfico elaborado por el doctorando para su presentacién en Digestive Disease Week 2020,
Chicago. Datos provisionales, pendientes de publicacidn.

Respecto a las colonoscopias de cribado de CCR, como hemos mencionado en la Discusion —
Capitulo 2, un dato inesperado de nuestro estudio fue el alto porcentaje de pacientes con SOHi
negativa siendo que todos tenian un resultado positivo reciente. Esto nos hizo disefiar un
estudio basado en repetir la SOHi en pacientes de cribado a los que se iba a realizar
colonoscopia, con el mismo test con el que realizamos el cribado en la Comunidad Auténoma
de Aragodn. Los objetivos son confirmar este hallazgo del Capitulo 2 e intentar disefiar un
algoritmo basado en 2 muestras de SOHi que permita evitar colonoscopias de cribado
innecesarias. Los datos preliminares analizados hasta la fecha, tras la inclusién de 612 pacientes,
confirman estos hallazgos: un 67,8% de los pacientes negativizan la segunda SOHi (punto de
corte de 20 pgr/gr), cifra que asciende a 77,3% en aguellos pacientes en las que la primera SOHi
fue menor de 34,2 ugr/gr (200 ng/ml del test empleado — SENTIFIT 270 FOB Gold®) > estos
pacientes con primer resultado positivo débil y segundo negativo suponen mas del 20% de la
poblacién de cribado y tienen un 79% menor riesgo de neoplasia avanzada (OR: 0,21 1C95%
0,12-0,39) — Figura 2.
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Figura 2. Hallazgos de colonoscopias segun los resultados de repetir la SOHi en pacientes de
cribado de CCR (con un resultado positivo previo).
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Gréfica elaborada por el doctorando para Reunion Anual de la Asociacion Espafiola de
Gastroenterologia 2022, Madrid. Datos provisionales, pendientes de publicacién.

Con esta estrategia se podrian evitar el 20,6% de las colonoscopias de cribado, con un valor
predictivo negativo del 90% y una sensibilidad del 92,6% para neoplasia avanzada (ambos
valores del 100% para CCR), siendo mejor estrategia para evitar colonoscopias que subir el punto
de corte de una Unica determinacién a 34,2 ugr/g (permitiria evitar el 26,6% de las
colonoscopias, pero perdiendo mas casos de neoplasia avanzada y CCR — sensibilidad 84,3%,
VPN 84,6%). Los datos de este estudio han sido presentados en congresos nacionales e
internacionales, estando pendiente de completar la inclusidon de pacientes, andlisis estadistico
definitivo y redaccién del articulo.

En este sentido, debemos mencionar que ya se han comparado programas de cribado basados
en 1 vs 2 determinaciones de SOHi. En un estudio realizado en Paises Bajos, tras cuatro rondas
comparando ambas alternativas, incluyendo mas de 10.000 participantes, concluyeron que
realizar una Unica determinacion es la estrategia de eleccidn: se asocia a menos colonoscopias
necesarias con una similar tasa de deteccién de neoplasia avanzada y sin aumentar el riesgo de
CCR de intervalo (4). Sin embargo, nuestro disefio, aunque parece similar, es completamente
distinto. En este analisis de Paises Bajos el brazo de cribado basado en 2 muestras realizaba 2
determinaciones de SOHi en todos los casos, remitiendo a los pacientes a colonoscopia en caso
de que uno de ellos fuera positivo (4). Nosotros nos planteamos repetir la SOHi Unicamente a
pacientes con un primer resultado de SOHi positivo, con intencidn de realizar menos
colonoscopias que en la estrategia vigente basada en una Unica determinacién de SOHi,
perdiendo el minimo numero de casos de neoplasia avanzada. Ademas, esta estrategia
permitiria priorizar aquellos pacientes de cribado con un mayor riesgo de neoplasia avanzada,
que serian aquellos con resultado positivo en dos SOH. Esto implica un riesgo sustancialmente
mayor que una determinacion aislada con valores altos, como ya han sugerido otros autores (5).
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El impacto de la pandemia COVID-19 en los pacientes con CCR es el objetivo del Capitulo 4 de
esta tesis. En este sentido, el doctorando esta participando en un estudio multicéntrico a nivel
de Aragdn que pretende evaluar los datos reales de este impacto. En los datos analizados hasta
ahora, comparando datos de todos los pacientes diagnosticados de CCR en hospitales publicos
de Aragdn el afio posterior a la declaracién del estado de alarma con el mismo periodo antes de
la pandemia, se ha detectado un descenso en el nimero de casos de CCR detectados
(especialmente en los meses mas duros de la primera ola — Figura 3). Los CCR diagnosticados
tras el inicio de la pandemia se detectaron en su mayoria por presencia de sintomas y la
presencia de complicaciones graves al diagndstico fue también significativamente mas
frecuente. No hubo diferencias significativas en el estadio al diagndstico, aunque si hubo una
tendencia no significativa a un aumento de casos detectados en fase metastdsica. Este andlisis
preliminar estd completado y pendiente de publicacidon. Se realizardn analisis a largo plazo para
tratar de estimar el impacto de la pandemia en el prondstico de esta enfermedad.

Figura 3. Casos de CCR diagnosticados mensualmente en relacién con el numero de casos de
COVID-19 confirmados en el periodo pandémico (Aragdn)
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Gréfica elaborada por el doctorando. Datos provisionales, pendientes de publicacion.

Todavia queda un largo camino por recorrer y preguntas sin resolver acerca del diagnéstico no
invasivo de patologia colorrectal, en el que sin duda las nuevas tecnologias tendran mucho que
decir. Existe evidencia creciente de que combinar marcadores basados en microbiota fecal con
marcadores validados como la SOHi podrian incrementar su rendimiento diagndstico (6, 7),
aunque por el momento estos marcadores estan lejos de ser accesibles para uso sistematico.
Por otra parte, algoritmos basados en inteligencia artificial probablemente contribuiran a esta
adecuada seleccidn de pacientes (8). En este sentido, el doctorando forma parte del equipo
investigador del proyecto internacional “Al4HealthyAging”, en el que entre otras aplicaciones se
estudiardn estrategias basadas en inteligencia artificial para optimizacién de estrategias de
cribado de CCR. Estos y otros retos futuros marcardn el futuro de la investigacion en esta linea,
y probablemente nos dirijan progresivamente a un contexto en el que seamos capaces de
seleccionar adecuadamente a qué pacientes realizar endoscopias, centrando nuestros esfuerzos
en realizar maniobras terapéuticas evitando exploraciones innecesarias.

CRCcases

105



Bibliografia Perspectivas Futuras

1. Mowat C, Digby J, Strachan JA, Wilson R, Carey FA, Fraser CG, et al. Faecal haemoglobin
and faecal calprotectin as indicators of bowel disease in patients presenting to primary care with
bowel symptoms. Gut. 2016;65(9):1463-9.

2. Widlak MM, Thomas CL, Thomas MG, Tomkins C, Smith S, O'Connell N, et al. Diagnostic
accuracy of faecal biomarkers in detecting colorectal cancer and adenoma in symptomatic
patients. Alimentary pharmacology & therapeutics. 2017;45(2):354-63.

3. Turvill J, Mellen S, Jeffery L, Bevan S, Keding A, Turnock D. Diagnostic accuracy of one or
two faecal haemoglobin and calprotectin measurements in patients with suspected colorectal
cancer. Scandinavian journal of gastroenterology. 2018;53(12):1526-34.

4, Schreuders EH, Grobbee EJ, Nieuwenburg SAV, Kapidzic A, van Roon AHC, van Vuuren
AJ, et al. Multiple rounds of one sample versus two sample faecal immunochemical test-based
colorectal cancer screening: a population-based study. The lancet Gastroenterology &
hepatology. 2019;4(8):622-31.

5. Toyoshima O, Yamaji Y, Nishizawa T, Yoshida S, Yamada T, Kurokawa K, et al. Priority
stratification for colonoscopy based on two-sample faecal immunochemical test screening:
results from a cross-sectional study at an endoscopy clinic in Japan. BMJ open.
2021;11(5):e046055.

6. Wong SH, Kwong TNY, Chow TC, Luk AKC, Dai RZW, Nakatsu G, et al. Quantitation of
faecal Fusobacterium improves faecal immunochemical test in detecting advanced colorectal
neoplasia. Gut. 2017;66(8):1441-8.

7. Malagén M, Ramié-Pujol S, Serrano M, Serra-Pagés M, Amoedo J, Oliver L, et al.
Reduction of faecal immunochemical test false-positive results using a signature based on faecal
bacterial markers. Alimentary pharmacology & therapeutics. 2019;49(11):1410-20.

8. Mitsala A, Tsalikidis C, Pitiakoudis M, Simopoulos C, Tsaroucha AK. Artificial Intelligence
in Colorectal Cancer Screening, Diagnosis and Treatment. A New Era. Current oncology (Toronto,
Ont). 2021;28(3):1581-607.

106



Agradecimientos

Hubiera sido imposible llevar a cabo estos proyectos sin la ayuda y guia de tantas personas que
escribir estas lineas ha sido uno de los momentos mas complicados en la redaccidon de esta tesis.

En primer lugar, quiero expresar mi gratitud al Profesor Angel Lanas. Desde que hace ya unos
cuantos afos, siendo estudiante en la Facultad, empecé a mostrar interés por las enfermedades
del aparato digestivo y por la investigacion, Angel aparecié como una referencia que tuve la
fortuna de poder seguir, ayuddndome poco a poco a dar mis primeros pasos en este complejo
mundo. Posteriormente, tuve el privilegio de seguir trabajando junto a él, como jefe de servicio
y como tutor de tesis. Las enseianzas que me llevo del Profesor Lanas, su forma de trabajar y
de entender la Medicina me acompafiaran toda mi vida.

Las otras dos personas que es preciso mencionar, pues esta tesis nacié de ellos, son mis
directores Carlos Sostres y Alberto Lué. No encuentro las palabras para explicar lo agradecido
que estoy con ellos, por invitarme a formar parte de estos proyectos cuando apenas era un
recién llegado al hospital, por guiarme en cada paso, por ser las dos personas que mds han
marcado mi formacidon como médico y como investigador. Mas alla de lo cientifico, gracias por
ser dos grandes amigos y compafieros. Ha sido un auténtico honor ser tu Rio Hortega, Carlos.

No me puedo olvidar de mis compafieros de trabajo en el servicio de Aparato Digestivo del
Hospital Clinico y en el Grupo de Investigacion. Nombrar a todos los que han estado a mi lado
seria imposible, pero creo que sabéis quien sois. Debo mencionar a Fernando Gomollén y a
Miguel Angel Simén por ser personas inspiradoras, en lo profesional y en lo humano. Me
considero tremendamente afortunado por poder aprender de ellos. Gracias también a
Samantha, Eduardo, Pilar Roncales y Marta Sanchez, sin vuestro incansable trabajo hubiera sido
imposible realizar estos y tantos otros proyectos. La investigacidon necesita gente como vosotros.

Hay un sitio especial también para mis compafieros en la residencia, en especial a Dani Abad,
gue mas que un compaiero ha sido un hermano. El grupo humano que coincidimos esos cuatro
afios ha sido una de las mayores suertes de mi carrera profesional (y de mi vida). También a mis
compafieros de beca, Guillermo, Maria José y Sandra, que tanto me han ayudado a lograr este
objetivo. Especialmente a Sandra, por iluminar con su sonrisa los dias mds grises de este afo
2022 y por ensefiarme a disfrutar de este camino hasta cuando parecia que nunca llegaria al
final. La defensa de esta tesis cierra un importante capitulo en mi carrera profesional, pero poco
sentido tendria si no hubiera sido feliz durante el camino. Todos vosotros sois en gran parte
responsables de esto.

Gracias también a Alba, Carlos, Marta y Rall. Siendo estudiantes de la Facultad de Medicina,
vuestra motivacion e interés en nuestros proyectos nos ayudé a sacarlos adelante. Hubiera sido
mucho mas dificil sin vosotros. Espero que volvamos a trabajar juntos.

Por ultimo, y como no podia ser de otra manera, tengo que mencionar a mis amigos y a mi
familia. Es una pena que tampoco puedo mencionaros a todos, sois demasiados. Maria, Cristian,
Aitor y Jorge me han demostrado de forma incesante durante los ultimos 25 afios el valor de la
amistad, estando a mi lado hasta cuando yo no estaba. Marta y Armando, mis padres, son
obviamente las personas que mas han influido en quién soy ahora y no puedo estar mas
agradecido por ello. Vuestros valores, vuestro amor, vuestra forma de afrontar las adversidades
han sido los mejores ejemplos que podia tener. Quiero cerrar estas lineas con un recuerdo a mi
primo Carlos, que nos dejé demasiado pronto este pasado afio, pero que en realidad nunca se
ird del todo, intentaré llevar tu sonrisa y tu alegria eternas alla donde vaya.

107



