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RESUMEN

Introduccién: las infecciones producidas por el Treponema pallidum causante de la
sifilis han alcanzado gran trascendencia entre las enfermedades infecciosas
transmitidas por transfusion (ITT) y un nuevo repunte a nivel mundial. Debido a las
diferentes etapas clinicas que presenta la enfermedad, el desempefio de cada prueba
de deteccion varia y se limita. Asi, la eleccidon de una técnica de tamizaje adecuada se
convierte en un punto fundamental para garantizar la calidad y seguridad de cada
hemocomponente despachado.

Objetivo: analizar y evaluar la eficacia de cuatro técnicas de tamizaje seroldgico.
Métodos: se realizé un estudio comparativo transversal con 1 376 muestras
seleccionadas al azar a nivel nacional en el mes de diciembre 2015. Se compararon
las técnicas de inmunocromatografia (IC), floculaciéon (VDRL),
electroquimioluminiscencia (ECLIA) y microelisa. Se analizd la eficacia individual de
cada técnica y comparativa con respecto a la gold standard (FTA-ABS) utilizando para
ello el coeficiente de correlacién Cohen-Kappa (K).

Resultados: las cuatro pruebas presentaron un nivel de concordancia del 98,67 %. Del
total de resultados discrepantes el 63,16 % fueron generados por VDRL, la cual al mismo
tiempo demostré tener el menor rendimiento (k= 0,14) y alcanzé los valores mas bajos
de sensibilidad (s= 69 %) y especificidad (e= 45 %), lo cual contrasté con la IC que
demostroé el mayor rendimiento (k= 0,863, s= 100 %, e= 0,8 2 %), seguido de la ECLIA
(k= 0,801, s= 96 %, e= 0,82 %) y el microelisa (k= 0,711, s= 100 %, e= 0,64 %).
Conclusiodn: se evidencia la necesidad de utilizar pruebas de nuevas tecnologias en el
tamizaje seroldgico de sifilis y remplazar el uso de VDRL, ya que una correcta
seleccién asegura el descarte de hemocomponentes en el nUmero correcto (evitando
grandes pérdidas de sangre y de dinero) y, en especial se asegura la calidad sanitaria
de cada hemocomponente.

Palabras clave: sifilis; VDRL; electroquimioluminiscencia; donante de sangre.
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ABSTRACT

Introduction: Infections produced by Treponema pallidum, which causes syphilis,
have reached an important high level among infectious transmitted by transfusion
(ITT). Due to the different clinical stages of the disease, the performance of each test
is varied and limited. Thus, the choice of a suitable screening technique becomes a
fundamental point in a blood bank, to guarantee the quality and safety of each blood
component dispatched.

Objective: The aim of this study was to analyze and evaluate the performance of
four serological screening techniques.

Methods: A cross-sectional study was conducted with 1 376 randomly selected samples
nationwide in December 2015. The techniques used were immunochromatography
(IC), flocculation (VDRL), electrochemiluminescence (ECLIA) and microelisa, and we
compared the performance of each one and with respect to the gold standard (FTA-ABS)
by using the Cohen-Kappa correlation coefficient (K).

Results: The four tests had a concordance level of 98.67 %. Of the total discrepant
results the 63.16 % were generated by VDRL, which at the same time showed the
worst performance (k= 0,14) and reached the lowest values of sensitivity (s= 69 %)
and specificity (e= 45 %). That contrasted with IC, which showed the best
performance (k= 0,883, s= 100 %, e= 82 %), followed by ECLIA (k= 0,801, s= 96 %,
e= 0,82 %) and microelisa (k= 0,711, s= 100 %, e= 0.64 %).

Conclusion: There is a necessity to use tests with new technologies in the serological
screening of syphilis and to replace the use of VDRL in a blood bank, due to a correct
selection, ensures the quality and the disposal of blood components in the correct
number avoiding great losses of blood and money.

Keywords: Syphilis; Cohen-Kappa; blood donors; electrochemiluminescence.

INTRODUCCION

A nivel mundial aun persiste la dificultad de eliminar el riesgo residual generado por
las enfermedades infecciosas transmitidas por transfusion, entre ellas la sifilis,
causada por el Treponema pallidum subsp pallidum (T. pallidum), es una de las mas
relevantes.! 3 Esto ha motivado alrededor del mundo, a implementar una seleccién
cada vez mas rigurosa de los donantes y una busqueda de mejora continua en el
tamizaje seroldgico.l4

Las pruebas de tamizaje realizadas en un banco de sangre no puedan ser tomadas
como un diagndstico, pero si se han convertido en el principal aliado para el control
y prevencion de infecciones.> La organizacién mundial de la salud menciona que; un
resultado seroldgico positivo para sifilis, ademas de ser un marcador de una
infeccidon activa o curada, actla también como un indicador de comportamiento de
riesgo del donante frente a otras enfermedades de transmision sexual como HIV,
HBV y HCV, ya que es muy comun una coinfeccién de T. pallidum con alguno de
estos virus.® Actualmente este tamizaje se lo realiza con pruebas treponémicas y no
treponémicas.
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Las pruebas no treponémicas son aquellas que no determinan anticuerpos especificos
contra T. pallidum, en su lugar detectan anticuerpos contra antigenos generados
comunmente por los tejidos dafados por este microorganismo.??> Presentan un bajo
costo, son faciles de efectuar y son utilizadas para la deteccion de una infeccidon
reciente, o para evaluar la respuesta a un tratamiento, sin embargo, su desventaja es
la alta inespecificidad que presentan. Las principales pruebas de este grupo son VDRL
(Venereal Research Disease Laboratory), RPR (Rapid Plasma Reagin), TRUST
(Toluidina Red Unheated Serum Test), USR (Unheated Serum Reagin).>*

Las pruebas treponémicas, son las que detectan anticuerpos IgG e IgM especificos
contra T. pallidum, gracias a que utilizan antigenos de la membrana externa del
protozoo y antigenos recombinantes.?* Presentan una alta especificidad y sensibilidad,
por lo cual son utilizadas para confirmar los resultados obtenidos con las pruebas no
treponémicas.3®> Su desventaja es que no pueden distinguir entre una infeccidon
reciente y activa vs. una infeccién anterior ya tratada y no contagiosa, debido a que el
anticuerpo treponémico permanece reactivo de por vida en el donador.* Las pruebas
mas conocidas de este grupo son FTA-ABS (Inmunofluorescencia indirecta con
absorcion del suero), TPHA (Micro-hemaglutinacion), ELISA (ensayo de
inmunoadsorcién ligado a enzimas) y Western Blot.2:3

Desafortunadamente, debido a diversos factores (ej. tipo y caracteristicas de la
prueba, equipos utilizados, condiciones ambientales, flujo de trabajo, calidad de la
muestra) y al desarrollo clinico que presenta esta enfermedad; la especificidad y
sensibilidad de las pruebas se ven limitadas e impiden realizar un 6ptimo tamizaje
(tabla 1), lo cual genera problemas de confiabilidad en el producto despachado y
considerables pérdidas econdmicas por resultados errados (falsos positivos).”

Tabla 1. Porcentaje de sensibilidad y especificidad de las pruebas seroldgicas para sifilis,
segun la etapa clinica (Vazquez, et al., 2013)7

Examen Sensibilidad Especificidad
Primaria Secundaria Latente Precoz Latente Tardia i
VDRL! 80 (70-87) 100 80 (71-100) 71 (37-94) 98
RPR? 86 (81-100) 100 80 (53-100) 73 (26-96) 98
FTA-Abs? 98 (93-100) 100 100 96 99
MHA-TP? 82 (69-90) 100 100 o4 99
ELISA2 92 (88-97) 100 99 (96-100) 100 99
USR 80 (72-88) 100 95 (88-100) 71 (37-94) 99
Inmunocromatografia a3 100 100 100 99

* Entre paréntesis, resultados de variables reportados.
t CDC (Centers for disease control and Prevention, Atlanta, USA).
2 Manual of Clinical Microbiology. 9 ed. 2007, Murray, et al.

VDRL (Venereal Research Disease Laboratory); RPR (Rapid Plasma Reagin); USR (Unheated Serum Reagin); FTA-ABS (Inmunofluoresencia
indirecta con absorcion del suero); MHA-TP (Micro-hemaglutinacion); ELISA (ensayo de inmunoadsorcion, ligado a enzimas).

Por ello con el objetivo de ayudar a alcanzar el "riesgo cero" en la transfusién
sanguinea y brindar una orientacién acerca de una prueba de tamizaje que se ajuste
a las necesidades de cada laboratorio, el Hemocentro Nacional de Cruz Roja
Ecuatoriana analizd y evalud el desempefio de cuatro técnicas diferentes:
inmunocromatografia (IC), microelisa, electroquimioluminiscencia (ECLIA) y
floculacion (VDRL).
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METODOS

Se realizé un estudio comparativo transversal con 1 376 muestras de donantes de
sangre obtenidas en diciembre del 2015 por este banco de sangre. Las muestras
procedian de hombres o mujeres de todo el pais, en un rango entre 18 a 65 anos de
edad que eran donantes repetitivos o por primera vez.

Las pruebas y equipos utilizados se presentan en la tabla 2, su uso se basé en estricto
apego a todas las especificaciones de trabajo propuestas por cada casa comercial. Las
medidas de resultado se determinaron en forma dicotdomica: ausencia de reactividad
(valor 0), presencia de reactividad (valor 1). Posteriormente todas las muestras que
presentaron reactividad en al menos una prueba, fueron procesadas con la gold
estandar (FTA-ABS) y, en base a estos resultados se calculd el nimero de falsos
positivos (FP), falsos negativos (FN), verdaderos reactivos (VR) verdaderos no

reactivos (VN), sensibilidad (s) y especificidad (e) (tabla 3).

Tabla 2. Resultados obtenidos y clasificados, segun los criterios determinados

Casa Comercial

Lote

Positivos

Megativos

PARAMETROS TECNICAS "GOLD STANDARD"
Microelisa Floculacién Inmuno- Electroquimio- Inmunofluorescencia
(VDRL) cromatografia luminiscencia Indirecta
Trepanostica® Omega® Bioprova® Roche® FTA-ABS
D35AA 7045000 SYP4090033 181335-01 MR*
Verdaderos positivos 26 18 26 25 26
Falsos Negativos 0 8 0 1 0
Verdaderos negativos 7 5 9 9 11
Falsos Positivos 4 & 2 2 0
TOTAL 37 37 37 37 37

Tabla 3. Especificidad, sensibilidad y valor Kappa encontrado en el estudio

PARAMETROS TECNICAS

Inmuno-
cromatografia

Microelisa Floculacién Electroquimio-

luminiscencia

Casa Comercial Trepandstica® Omega® Bioprova® Roche®
Lote D35AA 7045000 SYP4000033 181335-01
Especificidad 64%0 45% 82% 82%
Sensibilidad 100% 69% 100% 96%
Cohen - Kappa 0,711 0,140 0,863 0,801

La evaluacién estadistica de los resultados se la realizé con un analisis de varianza no
paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis, con un nivel de significacion de
a= 0,05 y mediante la utilizacion de la prueba de Chi cuadrado con un nivel de
significacion de a= 0,05.
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Finalmente, la determinacion de la prueba con el mejor desempeno se baso en el
grado de concordancia con respecto al FTA, para lo cual se utilizd el coeficiente
Cohen-Kappa (K) el cual varia entre -1 y 1; donde: -1 un desacuerdo perfecto, 0 los
acuerdos esperados por el azar y 1 un acuerdo perfecto.® Para la interpretacion
cualitativa de este coeficiente se utilizé el propuesto por Landis y Koch.?

Todos los datos fueron procesados mediante el programa estadistico SPSS® y Excel®.

RESULTADOS

Los datos obtenidos en este estudio muestran que existe 98,62 % de concordancia
(1357 muestras) entre las cuatro pruebas y 1,38 % de discrepancias (19 muestras).

Del total de discrepancias, el 63,16 % fue generado por VDRL, mientras que Bioprova
y Trepanostika generaron el 5,26 % cada una. El 26,32 % restante se debid a la
discordancia de dos pruebas a la vez. Por otra parte 37 muestras presentaron
reactividad en al menos una prueba y estas fueron procesadas con FTA-ABS para su
confirmacion. En base a esto se determind que el porcentaje de falsos positivos y
negativos por parte de floculacion fue del 36,84 % (14/37), Trepanostika 10,53 %
(4/37), Roche 7,89 % (3/37) y Bioprova 5,26 % (2/37) (tabla 3).

La prueba de Kruskall-Wallis demostré que existe una diferencia estadistica
significativa (p< 0,05) entre las cuatro pruebas, a su vez chi cuadrado (p< 0,05)
reveld que existe una correlacion de resultados entre IC, microelisa y ECLIA con
respecto al FTA-ABS, mientras que para VDRL chi cuadrado (p= 0,217) determind que
los resultados presentados por esta prueba no presentan una correlacion con los
presentados por el FTA-ABS; es decir, estadisticamente los resultados dependeran
significativamente del tipo de prueba utilizado.

La sensibilidad calculada en este estudio para VDRL fue del 69 %, ECLIA y microelisa
96 % e inmunocromatografia 100 %. Por otra parte, la especificidad para VDRL fue
del 45 %, microelisa 64 %, y ECLIA e inmunocromatografia 82 %.

El analisis del coeficiente de Cohen-Kappa determind que VDRL presenta un nivel de
concordancia leve (k= 0,14) vs el FTA-ABS, microelisa y ECLIA un nivel considerable
(k= 0,711 y k= 0,801, respectivamente) y Bioprova un nivel casi perfecto (k= 0,863).

DISCUSION
INMUNOCROMATOGRAFfA-IC (BIOPROVA)

Esta técnica presentd el mejor desempefio con respecto a las demas, el valor de
concordancia kappa se asemeja a lo encontrado por Zarakolu y colaboradores.!®
Ademas alcanzo la sensibilidad y especificidad mas alta, estas concuerdan con las
expuestas por Garcia y colaboradores.!!

En contraste, los valores determinados en este estudio difieren de los publicados por
Causer y colaboradores.? Esto se podria deber principalmente al hecho que los
resultados en estas pruebas no son presentados claramente y su lectura depende de
la subjetividad del operador, lo cual puede representar una incorrecta determinacion
del resultado. Se ha reportado que ocasionalmente se visibilizan lineas muy tenues o
casi imperceptibles tanto para muestras reactivas como no reactivas, hecho que
confunde su interpretaciéon. De igual forma la linea que determina la reactividad bajo
ciertas circunstancias se la puede visualizar claramente solo después de 24 h, tal
como lo reportado por Sato y colaboradores.!3:14
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En el presente estudio con IC no se presentaron falsos negativos; sin embargo, hay
casos en los cuales un exceso de anticuerpos produce un fendmeno de prozona, que
evita la visualizacién de la linea que determina reactividad. Igualmente, una baja
cantidad de anticuerpos se vera reflejada como un resultado falso negativo. Por otro
lado, los dos resultados falsos positivos obtenidos, pueden estar directamente
relacionados a reacciones cruzadas con otras infecciones virales o enfermedades
autoinmunes; sin embargo, para determinar esto se necesitaria analizar mas
detalladamente el historial clinico de cada donante.3

Otras posibles causas para la discrepancia en estos valores se relacionarian con
parametros ajenos a la prueba tales como; calidad de la muestra, temperatura,
humedad, micropipetas, lo cual influye directamente en su adecuada eficacia.!®

Es por todo esto que se recomienda seguir estrictamente las indicaciones del
fabricante, establecer un tiempo adecuado de reaccién para su posterior lectura por
pares debidamente capacitados y no adoptar el uso de una técnica manual en un
laboratorio de alto flujo de trabajo.19:13

ELECTROQUIMIOLUMINISCENCIA ECLIA (ROCHE)

ECLIA presentd el segundo mejor desempeio en esta pesquisa (k= 0,801), posee
igual especificidad que IC (82 %) pero una menor sensibilidad (96 %). Nuestros
resultados difieren de otros estudios en donantes de sangre, los cuales sefialan una
sensibilidad del 100 % y una especificidad en un rango mayor al 96 %.%14

La baja especificidad encontrada aqui podria tener relacién a la tendencia que
presenta esta técnica a generar resultados falsos positivos. AUn se desconoce la
posible causa de estos resultados ya que, no se deben a reacciones cruzadas con
otras enfermedades (ej. Lyme) o virus (ej. HIV, Epstein-Barr),%'4 ni tampoco a
reacciones cruzadas entre los antigenos recombinantes presentes en el reactivo
(TpN15, TpN17, y TpN47)*> los cuales ayudan a optimizar la sensibilidad en pacientes
con HIV o con una posible respuesta inmune anormal.141>

La baja sensibilidad con respecto a IC se relacionaria a la posibilidad de que la
muestra reactiva procedia de un donante con sifilis latente o en periodo de
ventana (2 a 4 semanas luego de la infeccidén), ya que en esta etapa baja la
sensibilidad de la prueba.®'> De igual manera, la posible presencia de fibrindgeno en
la muestra pudo provocar la generacion del falso negativo, hecho que se recomienda
a tomar en cuenta para el procesamiento de las muestras con esta técnica.®

ECLIA es altamente recomendable en el tamizaje seroldgico por los altos valores de
sensibilidad y especificidad, su completa automatizacién y el hecho de que, al no
presentar valores en zona gris, no genera un desperdicio innecesario de
hemocomponentes.® 1415

MICROELISA (TREPANOSTIKA)

Presentd el tercer mejor desempoefio. La sensibilidad encontrada fue similar a IC
(100 %) y superior a ECLIA y VDRL. Esta concuerda con otros autores;!”18 sin
embargo, contrasta con otras investigaciones en las cuales se presenta un rango
menor al encontrado a este estudio (96 % al 98 %)-1° Por otro lado su especificidad
(64 %) fue mas baja que ECLIA e IC pero mayor a VDRL, esta tiene una diferencia
significativa comparada a la reportada en otros estudios.820
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Estos contrastes, tanto de sensibilidad y especificidad podrian deberse principalmente
a tres factores; primero la etapa clinica en el cual se encuentra la enfermedad en el
donante de sangre,'”'° segundo al grupo objetivo al cual esta dirigido el estudio!® y
finalmente a la utilizacidon de pruebas de diferente generacion, ya que una prueba
polivalente que detecta IgG, IgM y antigenos recombinantes aumenta su sensibilidad
a costa de una menor especificidad.?!

Todos los valores presentados por Microelisa, sumados a una adecuada
reproducibilidad, confiabilidad y facil adaptabilidad a la automatizacion, hacen de esta
técnica una de las mas recomendables para ser utilizadas en el tamizaje de banco de
sangre, ya que presenta el mismo procesamiento y patrén de lectura de resultados
para todas las muestras. Cabe mencionar que esto se cumple, siempre y cuando sea
una microelisa polivalente, de amplio espectro que permita identificar Ag y Ac
generados de las diferentes etapas clinicas de la sifilis 17:18:20,22.

FLOCULACION (VDRL)

Se evidencid que entre las cuatro técnicas el VDRL presenta los resultados mas
discrepantes y errados, lo cual sugiere que al utilizarla se podria estar descartando
una alta cantidad de hemocomponentes injustificadamente y, mas importante aln, se
podria estar comprometiendo la salud de las personas dependientes de estos
productos por el alto nimero de falsos negativos registrados por esta técnica.?3

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Rodriguez y colaboradores,?*
quien al analizar 157 muestras de sueros de individuos con serologias VDRL reactivas
y confirmadas por el método treponémico de la prueba comercial de hemaglutinacion
de T. pallidum TPHA (SYPHILIS TPHA liquid, Human GmbH, Wiesbaden, Alemania);
determind que en el 70,1 % (110 de 157) de los resultados reportados por VDRL
existia discrepancia.

El alto nUmero de falsos negativos serian originados por los casos del periodo de
ventana que para esta técnica es de 3 a 6 semanas?’ o por las cantidades muy altas
de anticuerpos anticardiolipina lo cual genera una reaccidon prozoénica que inhibe una
floculacion a menos que se diluya el suero.?2*

Por otro lado, el alto nimero de falsos positivos serian en su mayoria producto de
reacciones inespecificas ocasionadas por respuesta a infecciones de origen bacteriano
o virico, por enfermedades de desregulacion del sistema inmune, como leptospirosis,
Lyme u otras (borreliosis) y; por situaciones especiales como las inmunizaciones
(postvacunacion).217.24

Por todas estas razones el VDRL solo debe utilizarse cuando existe una correcta
combinacién de la prueba con el analisis histérico clinico y epidemioldgico del
paciente; en otros contextos no. Por esto se hace imprescindible utilizar nuevas
tecnologias de tamizaje en un banco de sangre.?2%25 Varios autores sugieren el uso
de esta prueba manual solo en caso de emergencia y como complemento luego del
uso de una prueba treponémica.t023.26

De acuerdo a la técnica utilizada se generara una diferencia de resultados
estadisticamente significativos ya sean estos positivos o negativos. Es evidente la
importancia y necesidad de remplazar o complementar al VDRL en el tamizaje
seroldgico de sifilis, por nuevas tecnologias que sean preferiblemente automatizadas
como ECLIA o microelisa, lo cual dependera de un analisis detallado de las
condiciones del laboratorio y su flujo de trabajo. Ademas, se necesita un analisis de
estas técnicas que vaya de la mano con la epidemiologia clinica de cada donante.
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