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Estimado Doctor:

El Programa Nacional de Prevenciéon y Control de Infecciones de Transmision Sexual
reglamenta para la pesquisa seroldgica de sifilis las pruebas VDRL (Venereal
Disease Research Laboratory) o RPR (deteccién rapida de reaginas plasmaticas).!
Ambas constituyen pruebas no treponémicas que emplean como antigeno una
suspensién de lipidos complejos compuesta por cardiolipina (fosfolipido extraido del
corazon de buey), lecitina y colesterol.?

En Cuba se han utilizado diagnosticadores de este tipo, procedentes de la Empresa
de Productos Bioldgicos "Carlos J. Finlay" y mas recientemente del Centro de
Isétopos (Centis). Historicamente, la realizacidn del VDRL ha requerido del
tratamiento previo de las muestras de sueros con calor (56 °C durante 30 min) para
inactivar las proteinas del complemento.3 En la actualidad, la casa espafiola
Spinreact comercializa un diagnosticador VDRL que contiene una suspension
antigénica estabilizada y no requiere de la inactivacién de las muestras de suero o
plasma;* mientras Centis comercializa el diagnosticador VDRL-Plus a partir de
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materias primas obtenidas de Spinreact. Este diagnosticador se emplea en la red de
laboratorios de Cuba para la pesquisa de sifilis a partir de muestras de sueros
inactivados o calentados antes.>

Recientemente se publicd en esta misma revista [Rev Cubana Med Trop 2013;
65(2)], por especialistas del Centis, la evaluacion de las caracteristicas funcionales
del VDRL-Plus sin la previa inactivacion con calor de las muestras de sueros.® El
Laboratorio Nacional de Espiroquetas del Instituto de Medicina Tropical "Pedro
Kouri" (LNE-IPK) por su parte realizé la evaluaciéon comparativa del empleo de
muestras de sueros inactivadas y sin inactivar en esta prueba, resultados que se
muestran a continuacidn porque ambas evaluaciones contribuyen a la modificacién
del procedimiento que hasta hoy se sigue en los laboratorios de la red.

Durante el mes de noviembre de 2012 se realizé una investigacién de servicios y
sistemas para la validacion parcial de un método de diagndstico seroldgico, en el
qgue se modificd la preparacion de la muestra clinica. Se emplearon 167 muestras
de sueros humanos divididas en los grupos siguientes:

Grupo I: 109 muestras de sueros frescos procedentes de individuos a quienes se
les habia indicado extraccion de sangre para diferentes examenes hematoldgicos y
seroldgicos, durante el mes de noviembre en el Laboratorio Clinico del Hospital del
IPK. Se considero suero fresco a todo aquel que no tuviese mas de 24 h de extraido
y conservado a temperatura ambiente o de 2 a 8 °C. Las muestras hemolizadas o
lipémicas se eliminaron.

Grupo II: 50 muestras de sueros almacenados a -20 °C en la seroteca de sifilis del
LNE-IPK entre los meses de marzo y octubre de 2012; de ellos, 30 con resultados
no reactivos por RPR y negativos por hemaglutinacion de Treponema pallidum
(HATP) ("individuos sin sifilis"), y 20 con resultados de diferentes grados de
reactividad por RPR y positivos por HATP ("individuos con sifilis").

Grupo III: 8 muestras de sueros conservadas a - 20 °C en la seroteca del LNE-IPK
entre julio y octubre de 2012 (2 sueros/mes), con diferentes grados de reactividad
por RPR y negativos por HATP (falsos bioldgicos positivos).

De cada muestra de suero se obtuvieron 2 fracciones; 1 se sometid a calentamiento
(56 °C/30 min) en bafio de agua; mientras la otra se dejoé a temperatura ambiente
hasta su uso.

A cada fraccién de los sueros (inactivados y no inactivados) se les realizé a la par la
prueba VDRL-Plus (Centis, Cuba) siguiendo las instrucciones del fabricante.>

Los resultados de esta evaluacién demostraron una concordancia global (indice de
validez) entre ambas variantes de 98,8 %, y un valor de Kappa global excelente
(0,9700; IC 95 %: 0,9287-1,0000).

Solo 2 muestras mostraron resultados discordantes, una (del grupo II) con
resultado no reactivo al ser inactivada y débil reactivo al emplear suero sin
inactivar; y la otra (del grupo III) mostré un resultado contrario. Esta diferencia en
los resultados pudiera estar dada por la subjetividad que caracteriza la lectura de
este tipo de prueba.?3 Es importante mencionar que ambas muestras tenian
resultados negativos por HATP.

Al analizar los resultados seglin grupo de muestra se constaté que la concordancia
fue excelente en los grupos I (100 %) y II (98 %), porque los valores de Kappa
especificos fueron 1,0000 (IC 95 %: 1,0000-1,0000) y 0,9580 (IC 95 %: 0,8765-
1,0000), respectivamente; mientras que en el grupo III (87,5 %) el valor fue de
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0,6000 (IC 95 %: -0,0721-1,0000); este valor aceptable estuvo dado por el
numero bajo de muestras estudiadas, porque solo una mostré resultados
discordantes.

Al comparar las proporciones de resultados coincidentes y los coeficientes de
concordancia Kappa obtenidos, no se logré diferencias significativas (p> 0,05), lo
que refleja la elevada concordancia de los resultados al emplear sueros inactivados
y sin inactivar en el VDRL-Plus.

Por otra parte, se demostrd que los resultados por VDRL-Plus en muestras
inactivadas o sin inactivar son independientes del tiempo y modo de conservacion
de los sueros.

Al evaluar la ocurrencia de variacion en la reactividad de las muestras al ser
inactivadas o no, se obtuvo variacion (exclusivamente de una dilucién) en los
titulos de 20 % (9/46) de las muestras reactivas; siendo superior en 6 muestras
inactivadas con calor y 3 no inactivadas.

Las variaciones en las reactividades en una diluciéon del mismo suero al repetir un
procedimiento no son consideradas como discordancias; ello estd muy relacionado
con la precisidon del ensayo, que puede estar afectado por la variacion propia de la
marcha técnica o la variacion del examinador o analista.” En este caso la marcha
técnica no varid, solo se modificd la preparacion previa de la muestra; y en cuanto
al analista, todas las lecturas para una misma muestra se realizaron por un Gnico
examinador, pero no debe obviarse la subjetividad de la lectura que conlleva a este
tipo de variacion.

Todos los parametros de desempefio del VDRL-Plus con sueros no inactivados
mostraron valores aceptables (tabla). Las variables cualitativas se ubican entre los
rangos reportados internacionalmente para este tipo de prueba.3® El indice de
Youden demuestra que se trata de una prueba diagndstica casi perfecta, y las
razones de verosimilitud sefalan que la prueba con suero sin inactivar es mucho
mas probable que sea positiva entre los individuos enfermos que en los no
enfermos, y casi no es probable que sea negativa entre los enfermos.

Tabla. Parametros de desempefio del VDRL-Plus con muestras de sueros no inactivadas por calor

[ Pardmetro || walor || IC 95 %% |
| Sensibilidad (%) || 97,83 || 92,52-100 |
| Especificidad (%) || 99,17 ][  97.15-100 |
| valor predictivo positivo (%) || 97,83 || 92,52-100 |
| valor predictivo negativo (%) || 99,17 || 97,15-100 |
| indice de Youden | o097 || 092102 |
| Razén de verosimilitud positiva || 118,37 || 16,80-833,92 |
[ Razén de verosimilitud negativa || 0,02 || 0,00-0,15 |

Los resultados del presente estudio avalan que el calentamiento de los sueros para
la inactivacion de las proteinas del complemento no es necesario cuando se emplea
como diagnosticador el VDRL-Plus, pudiéndose proceder como se describe para la
prueba de deteccidén de reaginas en suero no calentado (USR, de sus siglas en
inglés Unheated Serum Reagines) y para el RPR. En estas pruebas los antigenos
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estan estabilizados gracias al empleo de cloruro de colina, agente quimico que
actla sobre las proteinas del complemento.3 Al respecto no se ofrece informacion
para el antigeno del VDRL estabilizado (Spinreact) y del VDRL-Plus (Centis).*>

Estos resultados se informaron oportunamente a Centis (fabricante) para sugerir la
modificacion en el procedimiento de la prueba, con lo cual se lograra la reduccién

del tiempo de ejecucion, el ahorro de recursos y superar las dificultades existentes
con la disponibilidad de bafios de agua termostatados en la red de laboratorios del pais.
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