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RESUMEN

ESTABLECIMIENTO DE UN ALGORITMO DE DETECCION DEL MARCADOR SEROLOGICO DE
SIFILIS EN DONANTES VOLUNTARIOS DEL BANCO DE SANGRE DEL HOSPITAL CARLOS
ANDRADE MARIN EN EL PERIODO 2015

Introduccién: En la actualidad el tamizaje serolégico de donantes en bancos de sangre
es fundamental para evitar la transmision de enfermedades infecciosas por via
sanguinea, realidad que sigue siendo un problema de salud publica en todo el mundo. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que existen 12 millones de nuevos casos
de sifilis en todo el mundo y méas del 90% de casos ocurren en paises en desarrollo,
mismos que deben ser monitoreados y controlados minuciosamente; ya que constituyen
un factor potencial de transmisién de esta enfermedad infecciosa a través de transfusion
de sangre. La variabilidad de los anticuerpos contra T. pallidum en diferentes estadios de
la enfermedad, no permite que los resultados de una sola prueba sean suficientes para el
diagnodstico de sifilis; por tanto es necesario implementar un algoritmo de deteccion
eficiente utilizando varias pruebas y asi evitar el descarte innecesario de
hemocomponentes. Materiales y Métodos: Este estudio es de tipo descriptivo
transversal donde se estableci6 un algoritmo de deteccion de sifilis, no se manipul6
ninguna variable y se llevé a cabo en un tiempo determinado desde enero a diciembre de
2015. Se analizé un total de 384 muestras de donantes con serologia reactiva para el
marcador serolégico de sifilis del banco de Sangre del Hospital Carlos Andrade Marin.
Con las muestras obtenidas se realizé la prueba no treponémica VDRL y las pruebas
treponémicas de EIA y FTA. Resultados: Existe un alto porcentaje de donaciones
compensatorias y una prevalencia de sifilis de 74,47% en pruebas no treponémicas y
42,96% en treponémicas. Finalmente se identific6 la existencia de resultados falsos
positivos tanto en las pruebas no treponémicas y treponémicas y el analisis de
parametros de validez de las pruebas diagnosticas determind una elevada sensibilidad y
baja especificidad con un valor de verosimilitud negativo cercano a 0. Conclusiones y
Recomendaciones: Las pruebas para identificacion de donantes portadores de sifilis
deben ser utilizadas en conjunto por lo que se recomienda el uso de la secuencia inversa
para el tamizaje de donantes de sangre, empezando con la prueba treponémica y para
confirmar el resultado obtenido con una segunda prueba treponémica diferente a la

primera.



ABSTRACT

APPROACH A DETECTION ALGORITHM FOR THE SEROLOGICAL SYPHILIS MARKER IN VOLUNTEER
BLOOD DONORS FROM THE BLOOD BANK OF THE “HOSPITAL CARLOS ANDRADE MARIN” IN THE
PERIOD OF 2015

Introduction: Nowadays the serological screening in blood banks is crucial to stop the
transmission of infectious diseases by blood transfusion. It remains to be a public health
problem worldwide. The World Health Organization (WHO) estimates that there are 12
million cases of syphilis in the world, and more than 90% occur in developing countries.
These cases must to be carefully controlled and monitored; because it seems to be a
potential factor of syphilis spread by blood transfusion. The variability of T. pallidum
antibodies in the different stages of the disease disturbs the results in a single test
causing an inefficient diagnosis of syphilis. That's why we purpose to deploy an efficient
detection algorithm by using several tests, so we should stop the unnecessary discard of
blood components. Materials and Methods: This study is kind of transversal descriptive
where we approach a detection algorithm of syphilis. We do not manipulate any variables,
and we precede the project from January to December 2015. A total of 384 samples from
serological reactive donors, positive for syphilis, were analyzed. The samples were took
from the “Hospital Carlos Andrade Marin”, and were tested by non treponemal test
(VDRL) and the treponemal tests (EIA and FT). Results: There are a high percent of
compensatory blood donors, and 74.47% of the non treponemal tests have syphilis
prevalence, also we have 42.96% in treponemal tests. Finally we identify the existence of
false positives in the non treponemal tests as in treponemal tests, and the validity
parameter analysis in the diagnosis tests showed high sensibility but low specificity with a
negative verisimilitude near to 0. Conclusions and Recommendations: The analysis
tests for syphilis donor patients must be use in group. So we recommended to make the
reverse sequence for the blood donors screening, starting with a treponemal probe

different of the first one to improve the results.
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INTRODUCCION

La sifilis es una enfermedad infecto-contagiosa que se transmite por contacto sexual, de
madre a hijo o por transfusiones cuando el hemocomponente proviene de un donante que
se encuentra con esta enfermedad activa y sus niveles de anticuerpos son indetectables.
(Gagandeep Kaur, 2014)

En la actualidad, el tamizaje serologico en bancos de sangre es fundamental para evitar
la transmision de enfermedades infecciosas por via sanguinea, ademas sigue siendo un
problema de salud publica en todo el mundo. (Gagandeep Kaur, 2014) La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) estima que existen 12 millones de nuevos casos de sifilis en
todo el mundo y mas del 90% ocurren en paises en desarrollo, por lo tanto estos casos
deben ser monitoreados y controlados; ya que son un riesgo de transmision de esta

enfermedad infecciosa a través de una transfusion sanguinea. (Gagandeep Kaur, 2014)

Debido a la gran variabilidad que existe en la formaciéon de anticuerpos contra el T.
pallidum, los resultados de una sola prueba no son suficientes para el diagndstico de
sifilis; por lo tanto no es posible elegir un solo método de diagnéstico ya que existe la
presencia de resultados falsos positivos en las pruebas treponémicas y no treponémicas,
esto puede deberse a varias causas dentro de los procesos pre analiticos, analiticos y

pos analiticos. (Linda Sommese, 2016)

Al no existir protocolos estandarizados o pruebas de confirmacion para el diagnostico de
sifilis, es necesario implementar un algoritmo eficiente. Actualmente existen dos
algoritmos: los que son utilizados para el diagnostico seroldgico de sifilis mediante una
prueba no treponémica como screening, que detecta la fase activa de la enfermedad y el
algoritmo inverso en el que las muestras positivas de una prueba treponémica son
testadas en una no treponémica, al obtener resultados discrepantes se utilizara una
tercera opcion de prueba treponémica diferente a la primera. (Centers for Disease

Control and Prevention, 2015).

El problema detectado para estos tipos de pruebas se acentta debido a la interpretacion
fallida por la falta de un Gold estandar para diagnéstico fiable de sifilis y las pruebas
treponémicas generan resultados falsos positivos, que pueden ocurrir por otras
enfermedades como infecciones bacterianas, infecciones virales agudas, pos vacunacion,
infeccion por VIH y enfermedades sistémicas, ademas de errores técnicos que pueden
ser ocasionados por la temperatura inapropiada del laboratorio, conservacién incorrecta

de reactivos, muestras lipémicas o contaminadas que dificultan en la lectura. La mayoria



de los casos reportados fueron descubiertos cuando los donantes se encontraban en la
etapa primaria o secundaria de la enfermedad. (Morshed & Singh, 2014) (Gagandeep
Kaur, 2014)

En este estudio se identificd la presencia de un alto porcentaje de resultados falsos
reactivos tanto en las pruebas treponémicas como en las no treponémicas lo que
ocasiona un desperdicio innecesario de hemocomponentes, ademas los calculos de la
validez de las pruebas revelaron que son ineficientes y que deben ser utilizadas en
conjunto para una adecuada deteccion, de acuerdo al Center of disease control and
prevention (CDC) para el tamizaje de sifilis debe utilizarse pruebas no treponémicas y
seguir el algoritmo tradicional, sin embargo para el diagndstico se requiere aplicar un
algoritmo de secuencia reversa que minimice la cantidad de resultados falsos reactivos

en las pruebas no treponémicas.

De acuerdo al analisis de resultados y las pruebas realizadas en el banco de sangre se
optaria el algoritmo de secuencia reversa, pero deben adquirir otra prueba treponémica lo
que incurre en un aumento financiero, otro aspecto seria propiciar el aumento de
donacién voluntaria y fomentar una adecuada seleccion del donante todo en obtener

hemoderivados libres de agentes infecciosos.



CAPITULO |

1.1 JUSTIFICACION

La deteccion de sifilis en donantes de sangre esta dentro de las normativas del uso de
marcadores seroldgicos de tamizaje obligatorio a nivel de Ecuador (Organizacion Mundial
de la Salud, 2009); sin embargo no todos los bancos de sangre han establecido un
protocolo de deteccidén, Unicamente se realizan pruebas treponémicas o no treponémicas

de forma rutinaria.

Tomando en consideracion que la Sifilis es una enfermedad infecto-contagiosa, que se
transmite a través de contacto sexual, de madre-hijo y por transfusiones sanguineas; el
elegir un algoritmo adecuado de deteccién es vital para un Banco de Sangre cuyo
objetivo es la obtencion de hemocomponentes libres de enfermedades infecciosas
(Gagandeep Kaur, 2014). Como se menciona anteriormente, se ha mantenido por mucho
tiempo la deteccion de sifiis mediante el uso de pruebas no treponémicas y
treponémicas, estas Ultimas utilizadas Unicamente para la confirmacibn de muestras
reactivas, este algoritmo fue utilizado en poblaciones de baja prevalencia de la
enfermedad como en donantes de sangre para verificar los resultados (Quattordio, Milani,
& Milani, 2004).

Otro aspecto importante dentro de la deteccién de sifilis son las caracteristicas de
sensibilidad y especificidad de los reactivos en relaciéon al estadio de la enfermedad,
estudios previos han establecido que las pruebas reaginicas no detectan una sifilis
primaria por no producir la cantidad suficiente de anticuerpos para que sean detectados y
solamente el 30% de los casos en la etapa terciaria son detectados como reactivos.
(Quattordio, Milani, & Milani, 2004) (Gagandeep Kaur, 2014). En contraste, las pruebas
treponémicas confirman los resultados reactivos; sin embargo también se ha determinado
resultados falsos positivos en estas pruebas debido a sustancias interferentes,
contaminacion de la muestra y conservacion. Por lo que no es posible elegir solamente
un método de diagndstico, sino que también se debe implementar un algoritmo que

facilite la deteccién adecuada de sifilis (Gagandeep Kaur, 2014).

De acuerdo al Ministerio de Salud Publica durante el afio 2013 (Enero-Diciembre), se
report6 un total de 1.883 casos de sifilis en el pais (Ministerio de Salud Publica, 2013); el
19,69% provenian de la costa, 3,16% de la sierra y 5,85% del Oriente, datos que

muestran la presencia de la enfermedad. Se han reportado casos de transmision de sifilis
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en paises donde el uso de sangre es inmediato y no pueden ser mantenidos en

refrigeracion por 7 dias, tiempo en el que muere el Treponema pallidum.

Estudios previos determinaron que los casos reportados de transmision fueron de
donantes que se encontraban en la etapa primaria y secundaria de sifilis, etapas en las
que T.pallidum esta en sangre pero sus niveles son bajos y detectables Unicamente con
un test. Es por esta razén que esta investigacion pretende determinar la utilidad de las
pruebas de origen comercial utilizadas en banco de sangre para prevenir una transmision

a través de derivados sanguineos contaminados (Gagandeep Kaur, 2014).

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los aspectos mas importantes dentro del tamizaje seroldgico de donantes
voluntarios de sangre es evitar la transmision de enfermedades infecciosas
constituyéndose en uno de los retos mas grandes en medicina transfusional (Rojo
Medina, 2014). Es comun que en todos los bancos de sangre del Ecuador se realice el
tamizaje de sifilis con diferentes reactivos; por lo que es necesario comprender el
significado de una prueba positiva para este marcador serolégico y el riesgo que conlleva
la transmisiébn a través de transfusiones sanguineas, especialmente cuando existe
discrepancia en los resultados y falta de deteccion; esto puede presentarse en pacientes
con infecciones tratadas con presencia de anticuerpos en niveles indetectables (Morshed
& Singh, 2014).

Cabe recalcar que la captacién de donantes voluntarios se realiza a través de una
entrevista que permite identificar individuos con factores de riesgo, que los convierte en
potenciales portadores de infecciones; sin embargo en varias ocasiones no son donantes
voluntarios sino compensatorios y muchas veces son obligados, por lo que no se obtiene
una informacion fidedigna (Beltrdn, Ayala, & Jara, 2000) (Gagandeep Kaur, 2014). Esta
situacion promueve la seleccion de las pruebas de tamizaje de forma rigurosa y bajo

criterios cientificos.

Actualmente, las pruebas directas como FTA (del inglés,fluorescent treponemal antibody
absorption) y pruebas moleculares, son Utiles en la confirmacion diagndstica de sifilis; sin
embargo son técnicas poco utilizadas en los bancos del sangre del pais ya que su
funcion es el tamizaje seroldgico y no el diagnéstico, por esta razén es comun el uso de

pruebas no treponémicas (NTT) como: el VDRL (del inglés, veneral disease research
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laboratory), reagina rapida en plasma (RPR) y los test treponémicos (TT) como:
enzimoimnuoensayo (EIA) (Quattordio, Milani, & Milani, 2004) (Gagandeep Kaur, 2014).

Otros estudios han determinado que el Gold estandar para el diagndstico de sifilis, es el
uso de varias pruebas entre treponémicas y no treponémicas basado en la presencia de
anticuerpos en relacién a la etapa en que se encuentra la enfermedad, estableciéndose
un algoritmo formado por RPR, VDRL, EIAy FTA. (Gagandeep Kaur, 2014)

Las pruebas de RPR y VDRL presentan una sensibilidad del 86% y 78% respectivamente
durante la etapa primaria de la enfermedad, mientras que en la etapa terciaria o sifilis
terciaria tienen una sensibilidad del 73% y 71% (Smith, Yvonne, Smith, Simpson, &
Morshed, 2013). Otro aspecto a considerarse es que estas pruebas presentan una
reactividad cruzada con otras enfermedades, ademas de errores técnicos lo que dificulta
aun mas la deteccion. (Linda Sommese, 2016)

Por otro lado la introduccién de pruebas treponémicas (TT) de EIA han aumentado la
sensibilidad pero existe una gran cantidad de resultados falsos positivos (Smith, Yvonne,
Smith, Simpson, & Morshed, 2013); por lo que se recomienda que pruebas reactivas en
EIA sean nuevamente testeadas en pruebas denominadas FTA-ABS (del inglés,

fluorescent treponemal antibody absorption) (Naidu, 2012).

A pesar de que estas pruebas son utilizadas para la identificacion de anticuerpos contra
la enfermedad de sifilis, se ha determinado que las pruebas no treponémicas presentan
un 21,9% de resultados falsos negativos. Asi también se detectan resultados
discrepantes, es decir donantes positivos en una metodologia y negativos en otro ensayo,
por lo que también establecen la existencia del 77% de resultados falsos positivos en
pruebas treponémicas (EIA) por errores técnicos. (Naidu, Bharucha, Sonawane, &
Ahmed, 2012)

En los bancos de sangre del pais se realizan pruebas para tamizaje serologico de sifilis
utilizando VDRL, RPR y EIA, desconociéndose si existe la presencia de resultados falsos
positivos. Sin embargo existe un aumento del 1% en el nimero de resultados positivos
en estos marcadores seroldgicos, por esta razon es necesario determinar si las pruebas
no treponémicas o treponémicas son las mas adecuadas en los bancos de sangre para el
tamizaje de donantes. El presente estudio tiene como finalidad determinar un algoritmo
de deteccion entre las pruebas treponémicas (ELISA Y FTA-ABS) y no treponémicas
(VDRL) Pregunta de investigacion: ¢Qué algoritmo de deteccion para sifilis

puede ser utilizado en un banco de sangre en donantes voluntarios y compensatorios?
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Determinar la necesidad de implementar un algoritmo de deteccién de sifilis en donantes
voluntarios y compensatorios de sangre para evitar el descarte innecesario de derivados

sanguineos.

1.3.2 Objetivos especificos

¢ Identificar la frecuencia de donantes voluntarios 0 compensatorios reactivos para
el marcador serolégico de Sifilis en pruebas no treponémicas (VDRL)

¢ Identificar la frecuencia de donantes voluntarios 0 compensatorios reactivos para
el marcador seroldgico de Sifilis en pruebas treponémicas (EIA y FTA-ABS)

e Establecer la presencia de resultados falsos positivos y negativos de sifilis en
prueba no treponémica (VDRL).

e Determinar la presencia de resultados falso positivos y negativos de sifilis en
pruebas treponémicas (EIA y FTA-ABS).

e Correlacionar los resultados obtenidos en las pruebas treponémicas (EIA y FTA-
ABS) y no treponémica (VDRL)

o Determinar la especificidad y sensibilidad de la prueba rapida VDRL utilizadas en
la deteccién de anticuerpos no treponémicos.

e Determinar la especificidad y sensibilidad de las pruebas de Enzimoinmuno

ensayo en la deteccidn de anticuerpos treponémicos.

1.3.3 Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones del estudio constituye en el cambio constante de marca de
reactivos en pruebas treponémicas y no treponémicas, causados por los problemas de

importacion, esto puede provocar un sesgo en la investigacion.
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CAPITULO I

2.1 MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1.1 Antecedentes

La sifilis es una enfermedad considerada como un grave problema de salud publica.
Existen 25 millones de personas afectadas en todo el mundo y anualmente se reporta
una incidencia de 12 millones de casos. Adicionalmente, los factores de riesgo que
facilitan el contagio del T.pallidum aumentan la probabilidad de contraer el virus de
inmuno deficiencia adquirida (VIH) y otras enfermedades de transmision sexual. (Smith,
Yvonne, Smith, Simpson, & Morshed, 2013).

En el afio 1941 se reportaron 138 casos de sifilis transfusional, debido a que los donantes
se encontraban en la etapa primaria o secundaria de la enfermedad y no fueron
detectados por los métodos tradicionales utilizados en esa época; es decir que los
anticuerpos reaginicos no se encontraban en niveles detectables o las pruebas no fueron
lo suficientemente sensibles (Gagandeep Kaur, 2014). Estudios realizados demuestran
gue el uso de pruebas tanto no treponémicas como treponémicas, entre estas: VDRL,
FTA-ABS, EIA respectivamente, logran identificar infecciones agudas y crénicas; al usar
como minimo dos pruebas, se mejora la sensibilidad y especificidad en la deteccién de

los anticuerpos contra T.pallidum. (César de Almeida Neto, 2010).

En paises como Estados Unidos y Europa se ha mantenido un algoritmo de deteccién de
sifilis basado en el uso de pruebas no treponémicas y la confirmacién de muestras
reactivas en pruebas treponémicas; dicho algoritmo fue adoptado por otros paises
incluido Ecuador (Lee, y otros, 2013). Actualmente el Centro para Control y prevencion de
enfermedades (CDC) “Reconoce el uso de la secuencia inversa de deteccion de sifilis”
(RSSS), es decir el uso de pruebas treponémicas para el tamizaje y de no treponémicas

para confirmacion de pruebas reactivas.

La propuesta dada por CDC constituye el uso de pruebas treponémicas (EIA o CLIA)
para la deteccion de donantes con anticuerpos treponémicos para sifilis; si estas son
positivas se debe re-chequearlas con pruebas no treponémicas (RPR o VDRL); y si las

pruebas son discordantes utilizar una prueba treponémica (FTA/ABS) para confirmar los
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resultados de la prueba inicial. (Centers for Disease Control and Prevention, 2015) (Lee, y
otros, 2013)

Todos los estudios recientes de deteccion de sifilis, mencionan que se debe establecer
un algoritmo que permita la interpretacion objetiva y una sensibilidad 6ptima para la
correcta identificacion de sifilis, disminuyendo en lo posible la presencia de resultados
falsos negativos y positivos. (Gagandeep Kaur, 2014)

2.1.2 Sifilis

La sifilis es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria T. pallidum, la cual
pertenece a la familia Treponemataceae. Ademas T.pallidum subsp. endemicum ( bejel),
T.pallidum subsp. pertenue (pian) y T.pallidum subsp. carateum (pinta) se diferencia de

T.pallidum por sus manifestaciones clinicas y sus caracteristicas genéticas.

Tiene forma de espiroqueta (espiral), mdvil, recubierta por una membrana externa
constituida de péptidoglucano que ayuda a la rigidez de su estructura, constituida ademas
de fosfolipidos y proteinas de baja concentracion al unirse, se multiplica lentamente en el
organismo persistiendo por méas tiempo; presenta un flagelo en cada extremo llamados
endoflagelos o filamentos axiales, estos se encuentra en el espacio periplasmico entre la
membrana citoplasmica y la membrana externa permitiendo la motilidad en forma de
sacacorchos, ademas de la adhesion en las células del huésped. T. pallidum se
caracteriza por manifestar signos caracteristicos y desarrollar una infeccion crénica en el
huésped. (Paz Burgos, 2010)

Se transmite por contacto directo con lesiones infectadas, contacto sexual, a través de la
placenta o por transfusiones de sangre infectada. Se diferencian por sus estadios
dependiendo de la clinica, infectividad y la progresion de la enfermedad. (Paz Burgos,
2010).

2.1.3 Respuestainmune

El Treponema pallidum es capaz de atravesar las mucosas intactas o lesiones de la piel
en pocas horas, siendo capaz de alcanzar a los vasos linfaticos y sanguineos
ocasionando una infeccion sistémica. Una de las caracteristicas del T.pallidum constituye
la presencia de lipoproteinas que activan la respuesta inmune mediante la activacién de

monocitos, macréfagos y células endoteliales, es decir estas células reconocen a los
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lipopolisacaridos peptidoglicano y restos acilados de lipoproteinas mediante los
receptores tipo Toll TLR. (Paz Burgos, 2010)

La respuesta inmune celular se activa luego del mecanismo de fagocitosis y degradacion
de los microorganismos que libera lipoproteinas, promoviendo la activacion de los CD14
de los macréfagos que estimulan la secrecion de citosinas y quimiocinas que promueven

inflamacién. (Paz Burgos, 2010).

T.pallidum es una bacteria que posee una elevada capacidad de penetrar células
endoteliales intactas debido a las hialuronidasas que posee, adicionalmente evade al
sistema inmune humoral y celular tanto por su lento crecimiento como por su forma de
recubrirse con sustancias propias del hospedero como fibronectina, inmunoglobulina Ig
G, glucosa y transferrina de tal manera que evita la deteccién inmune; se une a la
fraccion Fc del anticuerpo esto recubrira a la bacteria y enmascara distintos epitopes, otro
mecanismo es unirse al receptor de glucosa/galactosa que capta glucosa del hospedero
ayudando a recubrirse. (Paz Burgos, 2010). Ademas de presentar una capa de
mucopolisacaridos que es capaz de recubrir los antigenos superficiales impidiendo que

sean detectados inmunoldgicamente a través de varios métodos.

La inflamacién es el primer paso para activar a la respuesta inmune, este mecanismo se
presenta ya que T. pallidum induce a la produccién de metaloproteinasa de matriz -1
(MM-1) en las células dérmicas, esta MM-1 descompone el colageno lo que permite al T.
pallidum acceder rapidamente a los tejidos mas profundos atravesando las uniones entre
las células endoteliales; este mecanismo activa al sistema inmune donde las células
inmunes migran desde el torrente sanguineo hasta el sitio de inflamacién. (Paz Burgos,
2010) (Lukehart, 2006)

T. pallidum tiene la capacidad de estimular a las moléculas de adhesion celular, estas se
expresan en las células endoteliales de los capilares promoviendo a la formacién de
fluidos serosos y migracion de leucocitos en los tejidos infectados. Las células
endoteliales expresan moléculas de adhesion celular como ICAM-1, VCAM-1 y E-
Selectina estas son activados por moléculas de T.pallidum TpN47 pero no seran
activados por otras moléculas o agentes patégenos muertos de T. pallidum, lo que indica
que este proceso es especifico de T. pallidum al permitir la activacion de moléculas y

células endoteliales en el huésped. (Lukehart, 2006)

T. pallidum aumenta la capacidad de unién de las células endoteliales y los linfocitos,

esta unidén es bloqueada por anticuerpos contra las moléculas de adhesion celular
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ayudando a la expresion de ICAM-1, VCAM-1 y E-Selectina en la inflamacién por T.
pallidum. En la infeccién bacteriana aguda también los polimorfonucleares son las
primeras células que se presentan en el sitio de infeccion como en las lesiones muy
tempranas; la cantidad de polimorfonucleares no es suficiente para controlar la infeccion,
por lo tanto existe la progresion de la infeccion después de activar la respuesta
inflamatoria. (Lukehart, 2006)

Las células dendriticas son estimuladas por los lipopéptidos microbianos, estos son
reconocidos a través de los TLR2 que permite la sefializacion lipoproteinas en presencia
de T.pallidum. Ademés estas células permiten la activacién de la inmunidad innata y
adaptativa por la presentacion de antigenos especificos a los linfocitos T en los ganglios
linfaticos. (Lukehart, 2006)

Los linfocitos T provocan una mayor respuesta a la infeccién por sifilis permitiendo
también el reconocimiento de varias proteinas del T. pallidum como las lipoproteinas
(TpN47, TpN17 y TpN15) que se encuentran en la membrana citoplasmatica de la cara
externa, proteinas que componen el nucleo y flagelo del T.pallidum (Lukehart, 2006)

Las células dendriticas se encuentran en la piel y membranas de las mucosas, estas se
activaran en los sitios de lesién primaria y secundaria actuando en la inmunidad innata y
adaptativa; Las células dendriticas inmaduras captan a las bacterias en el sitio infectado,
estas células migraran a los ganglios linfaticos donde activaran a los linfocitos T. Las
células Thl y las citosinas (IL-2, INF Y e IL-12) permitiran la activacion de macréfagos y
natural Killer que ayudaran a la destruccion bacteriana causada en la sifilis primaria. Los
linfocitos T Helper (CD4+) y los linfocitos citotoxicos CD8+ estaran presentes en las

lesiones primarias (chancros) y secundarias respectivamente. (Lukehart, 2006)

Las células dendriticas a la vez van madurando y producen ciertas citoquinas
inflamatorias en respuesta al agente patégeno como IL-18, IL-6, IL-12 y TNF-a que son
estimuladas por el contacto directo con T.pallidum o un lipopéptido que representa una
porcion lipidica del TpN47. (Lukehart, 2006) (Paz Burgos, 2010)

El sistema inmune es capaz de producir anticuerpos treponémicos especificos que son
capaces de reaccionar con antigenos treponémicos, estos anticuerpos son producidos de
forma continua y seran detectados aun incluso después del tratamiento. Los anticuerpos
no treponémicos son detectables después de la aparicion de las primeras lesiones, su
nivel de deteccion va disminuyendo a medida que avanza la fase e indetectables después

del tratamiento. (Paz Burgos, 2010).
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La exposicién al antigeno genera anticuerpos especificos para una o varias de las
moléculas de T. pallidum, es decir generar anticuerpos contra los componentes o
estructuras que se encuentra en T. pallidum como los lipidos que estan en la superficie,

proteinas flagelares, lipoproteinas y las proteinas de membrana externa. (Lukehart, 2006)

Los anticuerpos Ig M son la primera linea de defensa del huésped contra los antigenos
de T. pallidum y seran detectados después de 6 dias. Los anticuerpos Ig M pueden seguir
generadndose en el huésped pero en menor cantidad aun después de que los sintomas
hayan disminuido y por lo tanto una exposicion continua a los antigenos de T. pallidum
estimulan a las células B a seguir produciendo anticuerpos especificos. Sin embargo los
anticuerpos Ig G son generados después de varios dias y persisten durante la etapa de
sifilis latente producidas por las células de memoria inmunocompetentes. (Lukehart,
2006) (Paz Burgos, 2010)

2.1.4 Sifilis primaria

Caracterizada por una lesién primaria en el sitio de inoculacién en piel 0 mucosas,
produciendo una Uulcera llamada chancro o chancro primario, el cual contiene
espiroquetas que se pueden visualizar microscépicamente, con microscopio de campo
oscuro; en esta etapa los ganglios linfaticos se inflaman y son indoloros y duros, el
chancro dura de 3 a 6 semanas. (Allen, 2008). Durante esta etapa el diagnéstico puede
realizarse mediante la técnica molecular de reaccion en cadena de polimerasa (PCR), 0 a
través de pruebas no treponémicas como el VDRL o RPR para deteccion de anticuerpos
reaginicos. (Vazquez-Campuzano, Galnares-Olalde, Blachman-Braun, & Berebichez-
Fridman, 2014)

2.1.5 Sifilis secundaria

Se presenta una manifestacion mucocutanea y los microorganismos son mas numerosos.
Esta etapa empieza de 2 a 8 semanas después de la aparicion del chancro duro, su
duracion es de varios dias a meses, también se presentan erupciones cutaneas
diseminadas y se caracterizan por invadir a todos los 6rganos y la circulaciéon sanguinea;
se presenta erupcion cutanea macular, papulosa, nodular y papuloescamosa. (Paz
Burgos, 2010). La deteccion de la enfermedad se realiza a través de las pruebas de

VDRL, RPR o pruebas de absorcion de anticuerpos fluorescentes (FTA-ABS) (Vazquez-

17



Campuzano, Galnares-Olalde, Blachman-Braun, & Berebichez-Fridman, 2014). Los
métodos treponémicos poseen una elevada sensibilidad y especificidad en esta etapa de
la enfermedad sin embargo decaen en fases primarias de la infeccién, sifilis congénita,

terciaria y en coinfeccion. (Hernandeza, Funezb, Repisoa, & Frieyro, 2013).

2.1.6 Sifilis latente

En esta etapa de la enfermedad hay ausencia de manifestaciones clinicas, la cual tiene
un periodo inicial de 4 afios, esta etapa puede ser periodo de latencia temprana o periodo
de latencia tardia, por lo tanto las pruebas treponémicas especificas son positivas (Allen,
2008). La sifilis latente tardia presenta complicaciones en el sistema nervioso central,
cardiovascular y afectan a cualquier 6érgano. La prueba del VDRL es capaz de definir la
positividad o la negatividad de la enfermedad (Allen, 2008); sin embargo actualmente se
utiliza la prueba molecular de PCR (Vazquez-Campuzano, Galnares-Olalde, Blachman-
Braun, & Berebichez-Fridman, 2014).

2.1.7 Sifilis transmitida por transfusiones

Los casos por trasmision de sifilis ocurren cuando los donantes se encuentran en las
fases primarias o secundarias de la enfermedad donde las pruebas treponémicas no
detectan a los anticuerpos producidos por el Treponema pallidum (Gagandeep Kaur,
2014).

Treponema pallidum se caracteriza por ser fragil y sensible al frio, por lo tanto una
transmision de sifilis luego que los hemocomponentes hayan estado en baja temperatura
es minimo; el riesgo se presenta en los concentrados plaquetarios que permanecen a
una temperatura ambiente y son transfundidos en menos de 5 dias, por lo tanto hay mas

probabilidades de transmision de T.pallidum (Gagandeep Kaur, 2014).

Cuando el receptor ha sido transfundido con hemocomponentes infectados con
T.pallidum, los sintomas aparecen semanas después y presentan ciertos sintomas y
lesiones. Estos casos suelen ocurrir cuando el donante aparentemente esta sano y no
presenta ningun signo de sentirse enfermo, por lo tanto la evaluacion al donante debe ser
exhaustiva ademas de analizar con pruebas mas especificas y sensibles. (Gagandeep
Kaur, 2014).
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2.2 PRUEBAS SEROLOGICAS

Las pruebas serologicas han sido desarrolladas para detectar el complejo antigeno-
anticuerpo. La respuesta inmunolégica del individuo contra el T. pallidum promueve la
produccion de anticuerpos en el organismo, mismas que podran ser reconocidos a traves
de diferentes pruebas serolégicas que tienen la capacidad de reaccionar con los
antigenos o particulas presentes en el reactivos utilizados en serologia. (Gagandeep
Kaur, 2014)

Actualmente estas pruebas son utilizadas para el diagnostico y el seguimiento del
tratamiento, permitiendo establecer la presencia de anticuerpos especificos o0 no
especificos (anti-treponema) dependiendo de la prueba utilizada. Estas pruebas son
fundamentales en donantes de sangre antes de liberar los hemocomponentes y realizar
transfusiones, es asi que se permite concluir si el donante ha sido expuesto o no al T.

pallidum. (Linda Sommese, 2016)
2.2.1 Pruebas no treponémicas

Estas pruebas son capaces de medir los anticuerpos no especificos mediante el uso de
antigenos no especificos como cardiolipina, lectin, colesterol; este antigeno se encuentra
en varios tejidos, por lo tanto estas pruebas buscan detectar el complejo anticuerpo

cardiolipina a traves de técnicas de precipitacion o floculacion. (Gagandeep Kaur, 2014).

Estas pruebas son faciles de realizar, tienen bajo costo y permiten un rapido diagnostico
ademas de permitir controlar la respuesta al tratamiento. El nivel de anticuerpos
identificados en esta prueba dependera de la actividad de la enfermedad, es decir si
existe un titulo alto de anticuerpos demuestra una infeccién activa, por lo contrario si hay
un menor titulo de anticuerpos puede ser que el paciente tiene éxito con su tratamiento o
es un falso positivo. Los falsos positivos presentes en las pruebas no treponémicas
pueden ser ocasionados en individuos que tienen enfermedades virales o bacterianas,
enfermedades autoinmunes, embarazos, edad avanzada, vacunaciones, etc y errores

técnicos.

2.2.2 Veneral Disease Research Laboratory (VDRL)

Esta disefiada para detectar en el suero la presencia de reaginas, un grupo heterogéneo
de anticuerpos formados por el huésped en respuesta al material lipidico liberado por

células lesionadas en el transcurso de la infeccion, asi como lipidos de la superficie
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celular del treponema; por lo tanto no son anticuerpos especificos frente a T. pallidum.
(Sanguineti Diaz, 2000)

El VDRL es reactivo a las 2 semanas después de las primeras manifestaciones del
chancro duro que son ulceras indoloras o llagas y sigue reactivo por 6 semanas. Se
obtienen falsos negativos en ciertas condiciones tales como: fendmeno de prozona donde
existe una gran cantidad excesiva de anticuerpos, bajo titulo de anticuerpos, presencia de
sustancias inhibidoras en el suero del paciente, VIH, la temperatura fuera del rango o
error técnico. Los falsos positivos pueden llegar a 10 a 30% y han sido reportados en
casos de sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, lupus eritematoso sistémico (LES),
fiebre reumatica, neumonia viral, neumonia neumocodcica, mononucleosis infecciosa,
hepatitis infecciosa, lepra, malaria, artritis reumatoide, embarazos, ancianos, y muestras
hemolizadas o contaminadas; sin embargo también se pueden presentar en reacciones
de hipersensibilidad, pos vacunacién y enfermedades sistémicas. (Sanguineti Diaz, 2000)
(Islay Rodriguez Gonzalez, 2006)

La aplicacion préactica del VDRL esta dada para la identificacion de sifilis reciente,
evaluacion del progreso y tratamiento de la enfermedad. La sensibilidad esta entre el
78% hasta el 86% en las enfermedades primarias, esta va disminuyendo si la
enfermedad va evolucionando de acuerdo a cada etapa. Los pacientes con tratamiento
exitoso para sifilis son reactivos en las pruebas no treponémicas, pero la positividad de
las pruebas treponémicas ocurre en donantes con sifilis activa o recién tratada debido a
que los anticuerpos Ig G persisten por mas tiempo y por lo tanto seran detectados por

esta metodologia. (Linda Sommese, 2016)
2.2.3 Pruebas treponémicas

Son pruebas que permiten confirmar la reactividad de las pruebas no treponémicas o
para diagnosticar sifilis tardia, por lo tanto no deberan ser utilizadas para evaluar
tratamiento, reinfeccion o recaida. Estas pruebas miden las inmunoglobulinas Ig G o Ig M

formadas por el huésped. (Ratnam, 2005).

2.2.4 Pruebas de Enzimoinmunoensayo

Son métodos de cuantificacion inmunoldgica que evalla la reaccion antigeno-anticuerpo
mediante una reaccion enzimatica; de acuerdo al disefio de la prueba, se puede detectar
una o mas inmunoglobulinas como también antigenos especificos para esto se utiliza un

conjugado formado por un anti-anticuerpo o un antigeno, el cual se ha marcado con una
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enzima (peroxidasa de rdbano, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, etc.). Esta prueba
solo indica la presencia de los anticuerpos treponémicos no la etapa de la enfermedad.
Los anticuerpos Ig M son detectados a las 2 semanas después de la infeccién y los
anticuerpos Ig G detectados a las 4 semanas después de la post infeccién. (Linda
Sommese, 2016) (Gagandeep Kaur, 2014)

Caracteristicas de las pruebas treponémicas (EIA)

e Tienen una sensibilidad del 95% al 98,4 % y una especificidad del 98% al 99,3%.

e Los resultados son objetivos.

e Es reactiva en pacientes con sifilis durante toda su vida, debido a la presencia de
anticuerpos Ig G que persisten aun después del tratamiento.

e Detectan anticuerpos especificos para antigenos treponémicos en infeccion
primaria o en tratamiento de sifilis temprana. (Gagandeep Kaur, 2014) (Linda
Sommese, 2016)

2.2.5 FTA-ABS

Método de observacion directo, es utilizado como confirmacién cuando una de las
pruebas no-treponémicas es reactiva. Es el método de eleccién para el diagnéstico de la
sifilis primaria a partir de las dos semanas después del contagio. Permite la deteccion de
anticuerpos Ig M, Ig G e Ig A, ademas de antigenos recombinantes de TP, proteinas de
membrana TP 47, 42, 15, 17KDA (Gagandeep Kaur, 2014).

2.2.6 Electroquimioluminiscensia (CLIA)

Actualmente han surgido las pruebas automatizadas basadas en la
electroquimioluminiscensia (CLIA) para deteccién de anticuerpo treponémicos, estas han
cambiado el algoritmo de identificacion de sifilis en productos sanguineos, sin embargo
pueden presentar resultados falsos positivos (Benitez Merelo, Cebollero Agust, & Lobato,
2013).

2.2.7 Validacion de pruebas de laboratorio

Los parametros utilizados en la validacion de las pruebas de laboratorio son la
sensibilidad y especificidad caracteristicas de las mismas y cuyos valores no son

modificadas por la prevalencia de la enfermedad, estos valores determinan la
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probabilidad de que una persona presente o no la enfermedad (Ruiz de Adana Pérez,

2009)

Sensibilidad: Es la capacidad de un ensayo de identificar a donantes que
efectivamente estan enfermos es decir han formado anticuerpos contra el T.
pallidum. Las pruebas treponémicas como el EIA o CLIA tienen una alta
sensibilidad en la deteccion de sifilis primaria, latente o tardia, es decir el ensayo
evaluado tiene la capacidad de detectar correctamente la presencia de
anticuerpos contra el T. pallidum. (Fernandez P. , 2010). La férmula de célculo es:

Valor Predictivo Positivo

Sensibilidad= . — y
Valor Predictivo Positivo+Falsos Negativos

Especificidad: Es la capacidad de un ensayo en detectar correctamente a los
donantes sanos y que no han formado anticuerpos contra el T. pallidum, es decir
identificar a los pacientes que efectivamente estan sanos.

Las pruebas treponémicas tienen una alta especificidad que permite detectar
correctamente las muestras que no tienen anticuerpos contra T. pallidum;
mientras que las pruebas no treponémicas tienen una baja especificidad y
conlleva a la obtencion de resultados incorrectos, cuando estas son usadas como
cribado en poblaciones con baja prevalencia los resultados reactivos pueden ser
falsos y no detectan correctamente los anticuerpos del Treponema pallidum en las

muestras de donantes (Fernandez P. , 2010). La férmula de célculo es:

Valor Predictivo Negativo

Especificidad = . X —
Valor Predictivo Negativo+Falsos Positivos

Valores predictivos

La seguridad de una prueba diagnoéstica pude ser medida a través del célculo de los

valores predictivos, cuyos resultados dependeran de la prevalencia de la enfermedad y

estableceran en cierta medida el valor clinico de un resultado (Ruiz de Adana Pérez,

2009).

Valor predictivo positivo: Mediante este calculo se estima la probabilidad de

padecer la enfermedad. El valor predictivo positivo puede estimarse a partir de la
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proporcion de pacientes con un resultado positivo en pruebas treponémicas que
finalmente estan enfermemos (T. pallidum). (Ferndndez P. , 2010).

Valor Predictivo Positivo

VPP=
Vaor Predictivo Positivo +Falsos Positivos

= Valor predictivo negativo: Es la probabilidad de que un paciente con un
resultado negativo no tenga la enfermedad, es decir no forma anticuerpos contra
T. pallidum. El hemocomponente evaluado puede ser liberado y utilizado para su

posterior transfusiéon. (Fernandez P. , 2010).

Valor Predictivo Negativo

VPN=
Valor Predictivo Negativo +Falos Negativos

» Razones de probabilidad

Estos célculos son utilizados cuando la prevalencia es un factor determinante en los
calculos de los valores predictivos de una prueba e impiden realizar extrapolaciones o
comparaciones entre métodos y otros estudios; en estas circunstancias es importante el
calculo de otros indices de valoracién clinicamente Utiles y sin dependencia de la
prevalencia. Estos indices miden “cuanto mas probable” es un resultado de acuerdo a la

presencia o ausencia de la enfermedad. (Fernandez & Pértegas Diaz, 2003).

= Razb6n de verosimilitud positiva o cociente de probabilidades positivo: El
calculo de este indice esta basado en la division realizada entre la probabilidad de
un resultado positivo entre pacientes enfermos para la probabilidad del resultado

positivo entre pacientes sanos, aplicando la siguiente férmula:

__ Sensibilidad
- 1-Especificidad

= Razon de verosimilitud negativa o cociente de probabilidades negativo; Este
indice se calcula dividiendo la probabilidad de un resultado negativo en presencia
de la enfermedad para la posibilidad de un resultado negativo en ausencia de la

misma.

RV= 1—-Especificidad
"~ Sensibilidad

23



= Tasas de Falsos Positivos:

Este calculo es utilizado para determinar la

probabilidad de obtener un resultado positivo en una poblacién sana.

RV= 1 — Especificidad

= Tasas de Falsos Negativos: Este calculo es utlizado para determinar la

probabilidad de obtener un resultado negativo en una poblacién enferma.

RV= 1 — Sensibilidad

Para la realizacion de estos calculos se aplicara la siguiente tabla:

Tabla N°1: Tabla 2x2 para calculo de indicadores de pruebas diagnésticas

Presencia de anticuerpos para Treponema pallidum

Resultados
Presente Ausente Total

. Total de donantes

Positivos Verdadero positivo Falsos positivo positivos
_ Total de donantes

Negativos Falsos negativos Verdadero negativos negativos
Total de donantes con Total de donantes sin Total de donantes

Total

anticuerpos

anticuerpos

Autor: Pita Fernandez, S., Pértegas Diaz, S.
Fuente: Pruebas diagndsticas: Sensibilidad y especificidad.
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2.2.8 Algoritmo de deteccion de sifilis en donantes de sangre

Son una serie de pruebas que permiten llegar al diagndstico de sifilis a través de la

confirmacion de los resultados positivos usando una de las pruebas no treponémicas o

pruebas treponémicas. Los resultados de una sola prueba no son suficientes para la

deteccidn precisa, por lo tanto es necesario establecer un algoritmo eficiente que permita

la deteccién de infecciones presentes y pasadas.

Non treponemal
test (e.g. RPR)

—l—

Syphilis unlikely

Treponemal test
(e.g. TP-PA)

| 1

+

Syphilis

(past or present) Syphilisunlikely

da

Treponemaltest
(e.g. EIA or CIA)

—

Syphilis unlikely

Quantitative non
treponemal test
(e.g. RPR)

L

|
+
Syphilis
(past or present)

Syphilis
(past or present)

2nd treponemal
test (e.g. TPPA)

J L

T

+

Syphilis unlikely

b

Algoritmos para el diagnéstico de sifilis a) Algoritmo tradicional. b) Algoritmo secuencia

Autor: Muhammad G. Morshed y Ameeta E. Singh

Fuente: Tendencias recientes en el Diagnostico serologico de sifilis.



El algoritmo tradicional detecta la infeccion activa, utiliza pruebas no treponémicas como
screening (VDRL) si el resultado obtenido es reactivo, debera ser confirmado por una
segunda prueba diferente a la primera es decir una prueba treponémica (ELISA/ CLIA)
para confirmar el resultado de la prueba no treponémica (VDRL). No permite la
identificacion de infecciones pasadas y por lo tanto no es util en la seleccién de donantes
en los bancos de sangre. (Centers for Disease Control and Prevention, 2015) Sin
embargo este algoritmo ayuda a los donantes a ser evaluados y tratados, ademas al
confirmar los resultados reactivos con una prueba treponémica existen resultados falsos

positivos en poblaciones donde existe una baja prevalencia. (Tagny, 2011)

El algoritmo inverso permite detectar la infeccién activa y pasada a través de pruebas
treponémicas (EIA/CLIA) los resultados positivos deben ser corroborados con una
segunda prueba no treponémica (VDRL), si estos resultados son discordantes se debe
usar una tercera prueba treponémica si los resultados son positivos se debe considerar
que estamos frente a una sifilis activa o pasada. Este algoritmo (Centers for disease

control and prevention, 2011)
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2.3 MARCO CONCEPTUAL

Anticuerpos: es una inmunoglobulina que sirve de defensa del organismo contra ciertas
reacciones, estos anticuerpos se encuentra antes de la exposicion a cualquier antigeno
ya que se presentan sin ninguna infeccion y algunos antigenos del sistema ABO tienen
una reactividad cruzada y pueden ocasionar reacciones transfusionales. (Abul K. Abbas,
2012)

Antigenos: es una sustancia que provocan respuestas inmunes, esta provoca que el
sistema inmune produzca mas anticuerpos. Estos antigenos pueden ser moléculas

extrafias producidas por bacterias, virus, sustancias quimicas, etc. (Abul K. Abbas, 2012)

Anticuerpos Reaginicos: estos anticuerpos no son especificos para T. pallidum,
también son producidos por los lipidos tisulares o por otras enfermedades infecciosas
(Morshed & Singh, 2014)

Anticuerpos treponémicos: estos anticuerpos son especificos y reaccionan contra los
antigenos especificos de T. pallidum. (Morshed & Singh, 2014). Se caracterizan por

mantenerse constantes mientras la enfermedad se encuentra en evolucion.

Discrepancia: se presenta cuando los resultados obtenidos son diferentes al ser
comparados entre si; cuando entre las dos mediciones realizadas existen diferencias o

no existe relacion. (Bennington, 2000)

Donante: es aquella persona que de forma voluntaria dona sangre sin ninguna
contribucién econdémica; acto de solidaridad que ayuda a salvar vidas. (Asociacion

Americana de Bancos de Sangre, 2012)

Donante asintomético: Son portadores cronicos de una enfermedad transmisible, los
cuales poseen resultados negativos persistentes en las pruebas serolégicas, pero estos

no poseen sintomatologia de la enfermedad. (Pedro Sanchez Frenes, 2012)

Efecto prozona: ocurre por un exceso de anticuerpos, por lo tanto no hay la presencia de

aglutinacion y dan resultados falsos negativos. (Abul K. Abbas, 2012)

Falsos Positivos: es la identificaciéon de un donante con diagndstico negativo, pero en

las pruebas realizadas da como resultado positivo. (Garcia, 2012)

Falsos Negativos: es la identificacién de un donante con diagndstico positivo pero en las

pruebas realizadas da como resultado negativo. (Garcia, 2012)
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Pruebas de tamizaje: son pruebas que permiten la detecciébn de enfermedades
infecciosas en las unidades sanguineas enteras, permitiendo una mejor seleccién de

hemocomponentes. (Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012)

Pruebas reaginicas: son también llamadas pruebas no treponémicas y son capaces de
detectar los anticuerpos frente a cardiolipina, e inmunoglobulinas Ig M e Ig G. (Morshed
& Singh, 2014)

Pruebas treponémicas: Estas son usadas como pruebas confirmatorias para verificar la
reactividad en una prueba no treponémica. Detectan anticuerpos Ig G e Ig M anti-

Treponema pallidum, siendo mas sensibles y especificos. (Gagandeep Kaur, 2014)

Reactividad cruzada: reaccién que ocurre entre el antigeno y el anticuerpo, este
anticuerpo formado fue generado contra un antigeno diferente pero este es similar
(Morshed & Singh, 2014).
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CAPITULO Il

3.1 MARCO METODOLOGICO

3.1.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1.1 Tipo de Estudio

Este estudio es de tipo descriptivo transversal debido a que se detalla las caracteristicas
de cada uno de los reactivos y se trata de establecer un algoritmo de deteccion de sifilis
no se manipulé ninguna variable; y es transversal, porque se llevé a cabo en un periodo

determinado de tiempo desde enero a diciembre de 2015.

3.1.1.2 Tipo de Muestreo

Es un muestreo de tipo aleatorio simple, porque se establecié un sistema de eleccién de

muestras al azar.

3.1.1.3 Tamarfo de Muestra

Para el céalculo del tamafio de muestra se utiliz6 la formula de poblacién infinita con un
nivel de confianza del 95% y un error alfa del 5%. Adicionalmente, al no existir
publicaciones nacionales relacionadas al tema, se delimité una probabilidad del 50% de

que existan resultados falsos positivos 0 negativos.

z= 1,96 nivel de confianza del
Zi_2XPpXxq

p= prevalencia de la

1,962x O,SOX 0,50 enfermedad 50%
= 0052 = g= proporcién esperada que no

n
presenta 50%
d= error de muestreo o

384,16 donantes voluntarios y compensatorios
precision de 5%

Decision: Se determin6 un total de 384 muestras con un nivel de confianza del 95% y un

error alfa del 5%.
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3.1.1.4 Criterios de Inclusién

Se tom6 en cuenta a donantes voluntarios 0 compensatorios que tengan resultados
reactivos para anticuerpos contra el T. Pallidum los cuales se pueden encontrar en

cualquiera de sus tres estadios, es decir en fase primaria, secundaria o tardia.
3.1.1.5 Criterios de Exclusion

Esta parte del estudio se realiz6 con donantes voluntarios o compensatorios que no
tengan la enfermedad o los resultados obtenidos en EIA sean negativos para el T.
pallidum en EIA.

3.1.1.6 Control de Calidad

Se usaron sueros confirmados como positivos y negativos para Sifilis para cada método
empleado, asi como sueros reactivos y no reactivos. El suero control interno sirvié para
confirmar la precisibn de las pruebas utilizadas, esto ayudé a que los resultados
obtenidos de los pacientes sean correctos. Para realizar el monitoreo de las pruebas se
realizé un grafico de Leven Jennings que permitié observar la variabilidad de las pruebas

y evitar errores sistematicos.

3.1.1.7 Andlisis Estadistico

Se utilizé una estadistica descriptiva en el programa SPSS V.20 ya que en el estudio se
planteé establecer un algoritmo de deteccion, por lo tanto se determind porcentajes,

prevalencias y relaciones entre variables.

3.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.2.1 Variable Dependiente:
Donantes con resultados reactivos para Sifilis en EIA
3.2.2 Variable Independiente:

Correlaciéon con Pruebas treponémicas y no treponémicas.
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Operacionalizacion de Variables

Variable dependiente

Definiciéon

Dimensiones

Indicadores

Instrumento de Medida

Donantes con
resultados reactivos en
el marcador serolégico

Presencia de
anticuerpos
treponémicos para el

Deteccion de
anticuerpos
treponémicos

Reactivo en EIA

Porcentajes de
resultados reactivos en
EIA

de sifilis marcador de sifilis
Variable L ) ) ) )
. . Definicion Dimensiones Indicadores Instrumento de Medida
independiente
Pruebas de VDRL Pru%t;aa%?i::ig?ti?lon a?lﬁtcicecrlocr)]sd:o Reactivos Total de pruebas
cuerp rpo No Reactivo reactivas para VDRL
reaginicos treponémicos
Numero de resultados
Prueba que determina la positivos para Sffilis
Pruebas q - Confirmacion -, confirmados con pruebas
. e presencia de . Positivo : e
inmunocromatograficas ANtiCUEIDOS de anticuerpos Neqativo inmunocromatogréficas
de FTA P treponémicos 9 de FTA/ Total de

treponémicos

muestras reactivas en
VDRL Yy EIA

Falsos Positivos

Constituyen resultados
de pruebas
consideradas como
verdadero positivas

Resultados en
pruebas VDRL
yEIAYy
negativos en
FTA

Reactivo en una
pruebay negativo en
FTA

Porcentaje de resultados

positivos en FTA/total de

muestras reactivas para
VDRL *100

Falsos Negativos

Constituyen resultados
de pruebas
consideradas como
verdadero negativas

Resultados en
pruebas VDRL
yEIAY
negativos en
FTA

Negativos en una
pruebay positivo en
FTA

Porcentaje de resultados
negativos en FTA/ total
de muestras reactivas

para EIA *100

3.3 MATERIALES Y PROCESO

3.3.1

<\

Materiales

Pipetas de 50-100 ul y 1000 pl
Cronémetros

Puntas desechables
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Tubos de ensayo para realizacion de diluciones
Microscopio

Placas para VDRL

Guantes descartables

Agua destilada

Solucién salina

Espectrofotémetro

Equipo de incubacion

AN NN U N NN

Agitador
3.3.2 Reactivos

v' Kit de VDRL
Kit de EIA
v Kit Inmunocromatogréafico FTA

\

3.3.3 Procedimiento

Fundamento cientifico-técnico de las pruebas para identificacion de

anticuerpos reaginicos y treponémicos
Kit de VDRL

El fundamento se basa en las "reaginas", presentes en individuos infectados por T.
pallidum y detectadas en suero por la reaccién con un antigeno cardiolipinico purificado y
prestabilizado. Si la muestra contiene reagina, ésta se unira al antigeno produciendo una
floculacién visible en microscopio. Las reacciones inespecificas se evitan con el empleo
de antigeno altamente purificado y el agregado de cloruro de colina caracteristica de la
técnica USR (Unheated Serum Reagin) en la que no es necesario inactivar la muestra.
(Winner Lab , 2000)

Kit Inmunocromatografico para Sifilis FTA

Esta técnica contiene tiras de membrana cubiertas con antigenos T. pallidum detectando
los anticuerpos para esta bacteria, estas tirillas contienen membrana de fibrosa
inmovilizada conjugada con oro coloidal, la cual contiene antigenos recombinantes de T.
pallidum y en la linea de control suero de cabra es decir un anti-Treponema pallidum,

contiene un diluyente Tris-HCI 50mM y azida de sodio. La formacion de una linea visible
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en la zona de la prueba indica que ha detectado los anticuerpos de Treponema pallidum
especificos. (BIO LINE, 2015)

ELISA

Cada pocillo esta recubierto con antigenos de T.pallidum y cada muestra es incubada por
un tiempo determinado. Si la muestra tuvo anticuerpos contra T. pallidum estos se uniran
al antigeno que se encuentra en el pocillo, si este no se unié sera removido con una
solucion de lavado. El conjugado se afiadira y se unira al complejo antigeno — anticuerpo.
Si este no se une sera removido por el lavado siguiente. Se agregd una solucién que
contiene tetrametilbencidina y peroxido de hidrogeno llamada también revelador. Las
muestras reactivas o positivas daran un color amarillo cuando es detenida la reaccion

con la solucién stop o con &cido sulftrico. (Wiener lab)

Control Positivo: suero humano inactivado conteniendo anticuerpos anti-Treponema

pallidum. Color naranja.
Control Negativo: suero humano no reactivo inactivado. Color amarillo (Wiener lab)

Lote: 1723452

3.3.3.1 Fase Uno

Consentimiento Informado: Todos los donantes que acuden a los bancos de sangre
firman un consentimiento para el uso de la sangre y la realizacion de las pruebas que se
requieran antes del uso de los componentes sanguineos. Ademas no se mantuvo
contacto directo con el donante ni sus identificaciones, se trabajé Unicamente con los
codigos asignados por el Hospital Carlos Andrade Marin de tal manera que esté

protegida la integridad y confidencialidad de todos los participantes en el estudio.
3.3.3.2 Fase Dos

Eleccion del periodo de recoleccién de muestras: Se acudié durante los meses de Junio
2014 a Mayo del 2015.

Seleccion de muestras: se utilizé Unicamente las muestras que fueron positivas para

sifilis y de donantes voluntarios del banco de sangre del Hospital Carlos Andrade Marin.
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3.3.3.3

Fase Tres.

Recoleccién de muestras

3.3.34

Los ensayos utilizan sueros obtenidos luego de la coagulacién de la sangre
proveniente de la puncion venosa, estas muestras no deben estar hemolizadas o
contaminadas y se conservaran a una temperatura de 2-10°C, en caso de realizar
el ensayo dentro de las 72 horas, caso contrario se debe congelar a -20°C. Las
muestras no deben someterse a ciclos de congelaciéon y descongelacion multiple
ya que puede generar resultados erréneos.

Las muestras de los donantes no requieren de aditivos para obtener suero. Si se
empleard plasma, se puede utilizar heparina, citrato o EDTA como
anticoagulantes.

Si se utilizan muestras congeladas, siempre homogenizarlas y centrifugarlas antes
de analizarlas.

Descartar muestras que estén contaminadas o con exceso de albumina, lipidos,
hemoglobina y bilirrubina para evitar falsos positivos.

Las muestras deben ser transportadas de acuerdo a las especificaciones para el

envio de material infeccioso.

Fase Cuatro

Tabla N° 2: Procedimiento de VDRL cualitativa.

Muestra o reactivo

Pocillo N.-1 testigo o

Pocillo N.-2 suero

Pocillo N.-3 suero de

suero negativo positivo pacientes
Suero fisiolégico 50 pl
Suero positivo 50 pl
Suero pacientes 50 ul
VDRL 1 gota 50 pl 50 50 ul

Agitar por 5 min en un agitador a 180 rpm y leer a simple vista 0 en microscopio

Reactiva: aglutinaciones

a simple vista

No reactiva: ausencia de aglutinacion

Semi-cuantitativo en su

ero o plasma

Preparar diluciones de 1:2; 1:4; 1:8; 1:16 y 1:32 con solucion salina y luego afadir a cada dilucion

el reactivo.

Los resultados se reportardn con el titulo de dilucién maxima del suero que tiene una reaccion

reactiva.
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Precauciones

e Colocar las muestras y los reactivos a temperatura ambiente, antes de ser

analizados.

e Homogenizar el reactivo antes de utilizarlo

e No utilizar los reactivos después de la fecha de caducidad determinada por el

fabricante.

e Utilizar material desechable, si se usara material de vidrio este debe estar bien

lavado y enjuagado con agua destilada.

e Utilizar puntas desechables para cada muestra.

Tabla N° 3: Procedimiento de ELISA.

ETAPA

PROCEDIMIENTO

PRECAUCIONES

Dilucion

Preparacion de la solucion de

lavado (1x)

Disolucién de los cristales de

sales

Diluyente Muestra

Agregar 100 pl de diluyente de
Muestra en cada pocillo

Agregar 20 pl de muestra,

Se observa cambio de color al

Muestras control positivo y control agregar la muestra y los
negativo. controles
Cubrir los pocillos e incubar En incubadora
Incubacién durante 60 * 2 minutos a 37°
1°C
Lavar cada pocillo con 300 pl Tiempo de contacto de la
de buffer de lavado - (5 veces) | solucién de lavado entre 30 y
Lavado 60 segundos. Eliminar
completamente el  liquido
residual de los pocillos
Preparacion del conjugado (1x) | Durante la incubacion con la
Dilucién muestra,  diluir  conjugado
concentrado (10x)
Conjugado Agregar 100 pl de Conjugado
diluido (1x)
Cubrir los pocillos e incubar En incubadora
Incubacion durante 30 *+ 2 minutos a 37°
1°C
Lavado idem al lavado anterior
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Agregar 100 pl de Revelado Trasvasar el volumen
necesario del revelador a usar.
No pipetear del frasco original.
Revelado
Descartar  remanente del
reactivo. Evitar contacto con
agentes oxidantes
y Durante 30 + 2 minutos entre Mantener los pocillos
Incubacion .
18-25 °C protegidos de la luz
Detencion Agregar 100 pl de stopper
Lectura Leer en espectrofotdmetro Leer dentro de 10 minutos

Interpretacion de los resultados

Con instrumental Optico: La presencia o0 ausencia de anticuerpos anti-Treponema
pallidum se determina relacionando la absorbancia de la muestra respecto al valor del
Cut-off. Cut-off = CN + 0,160 CN: promedio de las D.O. del Control Negativo. (Wiener lab)

Limitaciones del procedimiento: No utilizar pool de muestras. - No utilizar otros fluidos
corporales como la saliva, liquido cefalorraquideo u orina. - Un resultado negativo no
descarta la posibilidad de exposicibn o infeccion por Treponema pallidum. - Los
resultados repetidamente reactivos se deben corroborar por un método confirmatorio, de
acuerdo a las normativas. - No utilizar muestras inactivadas por calor ya que pueden

producir resultados falsos positivos. (Wiener lab).
Procedimiento Inmunocromatogréafico FTA

o Anadir 10 pl de la muestra suero o plasma en la tirilla “simple” de la muestra.
e Anfadir 4 gotas del diluyente de ensayo en el pozo de la muestra.

o Dejar que este migre la muestra hacia el control y el test por 5-20 min.
Interpretacion de los resultados
Positivo: presencia de dos lineas rojas en la zona de control y test.
Negativo: muestra linea del control.
Precauciones

e La prueba debe realizarse inmediatamente después de retirar el empaque que la

contiene.
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¢ No utilizar después de la fecha de caducidad.
e No utilizar la prueba si este se encuentra roto o el sello este dafiado.

e Almacenarlos a temperatura ambiente.

Control de calidad: uso de muestras control positivo y negativo.

3.3.3.5 Fase Cinco

Base de Datos: se cred6 una base de datos en Excel con todo lo necesario para el
analisis, mismo que fueron analizados con estadistica descriptiva y relacion entre las

variables.
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CAPITULO IV

Control de Calidad
Pruebas de EIA

Para cada corrida de EIA se elabord el grafico de Levey Jenings para monitorear la
existencia de errores sean estos de tipo aleatorio o sistematico de esta manera se
controld el proceso analitico de EIA. (Grafico N°1)

PCI
Prueba: SIFILIS
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Gréfico N°1. Curva de Levey Jennings-Sifilis

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: Datos CISeAL

Pruebas de VDRL

Se incluyeron en cada corrida 1 control positivo y negativo para el marcador serolégico de
Sifilis, estos fueron proporcionados por el Centro de Investigacion para la Salud en
América Latina (CISeAL). (Gréfico N°2)

Grafico 2: Control reactivo y no reactivo

Autor: Quintana Cristina
Fuente: Curso de capacitacion Weiner
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Pruebas de FTA
De igual manera se incluyeron los controles Positivos y negativos de Paneles de pro

eficiencia de Brasil y Ecuador adicionalmente se utilizé sueros que contenian anticuerpos
treponémicos y reaginicos confirmados para el marcador serologico de Sifilis y fue

utilizado en cada lote. (Grafico N°3)

Grafico 3: Control positivo y negativo

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: CISeAL

Grafico N°4. Resultados Obtenidos en sueros de paneles de proeficienciay de
reactividad conocida

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: CISeAL

39



4.1RESULTADOS

Descripcién de la poblacion del estudio.

Se analizaron un total de 384 muestras de donantes de sangre que acudieron al Hospital
Carlos Andrade Marin y fueron reactivos para el marcador serolégico de Sifilis.
IdentificAndose la existencia de dos tipos de donaciones: 351 donaciones de tipo

compensatoria y 33 de tipo voluntaria. (Grafico N°4.1)

M Voluntaria

i Compensatoria

91%

Gréfico N°4.1. Porcentaje de donaciones de sangre de acuerdo al tipo de donante

El grafico muestra la distribucién porcentual de los donantes de sangre de acuerdo al tipo de
donacién que realizan en el banco de sangre.

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: Base de datos CISeAL
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Al analizar el tipo de donacion de sangre y el género del donante se identificé que tanto el
género femenino como masculino mantienen donaciones de tipo compensatorio mientras

gue el voluntario es de 8,59%. (Grafico N°4.2)
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Gréfico N°4.2. Total de donaciones voluntarias y compensatorias de acuerdo al
género.

El grafico muestra una mayor frecuencia de donantes compensatorios en el género masculino

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: Base de datos CISeAL
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Del total de donantes de sangre analizados con dos pruebas serolégicas no treponémicas
se determiné una frecuencia de 344 donantes compensatorios y 28 voluntarios de sangre
que presentaron anticuerpos no treponémicos para el marcador serologico de sifilis,
siendo la frecuencia total de 286 (74,47%) donantes. (Tabla N°4.1)

Tabla N°4.1 Frecuencia de donantes de sangre con resultados reactivos en pruebas no
treponémicas de acuerdo al tipo de donacion de sangre

Tipo de donante de sangre VDRL-I
NR R Total
Donante VDRL-I NR 9 81 90
compensatorio
R 2 263 265
Total 11 344 355
Donante VDRL-I NR 1 5 6
voluntario
R 0 23 23
Total 1 28 29
Total VDRL-I NR 10 86 96
R 2 286 288
Total 12 372 384

Tabla muestra la existencia de una mayor frecuencia de donantes con resultados reactivos para el
marcador de sifilis en aquellos de tipo compensatorio.

Autor: Veronica Aguaiza
Fuente: CISeAl
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De los analisis realizados en pruebas treponémicas se detectdé una frecuencia de 154
donantes compensatorios y 11 voluntarios de sangre portadores de sifilis,
determinandose una frecuencia total de 165 (42,96%). (Tabla N°4.2)

Tabla N°4.2 Frecuencia de donantes de sangre con resultados positivos en pruebas
treponémicas de acuerdo al tipo de donacion de sangre

Tipo de donante de sangre FTA

NEGATIVO POSITIVO Total

Donante EIA NR 8 2 10

compensatorio

R 193 152 345
Total 201 154 355

Donante EIA NR 1 0 1

Voluntario

R 17 11 28

Total 18 11 29

Total EIA NR 9 2 11
R 210 163 373
Total 219 165 384

La tabla muestra la presencia de resultados positivos para el marcador seroldgico de sifilis en los
dos tipos de donantes de sangre

Autor: Veronica Aguaiza
Fuente: Base de datos CISeAl
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Al determinar la existencia de resultados falsos reactivos en la prueba no treponémica de
VDRL-I se identificaron 128 (36,05%) resultados en los donantes de tipo compensatorio y
12 (41,37%) en donantes voluntarios de sangre. En contraste se identificaron 17
resultados falsos negativos en donantes compensatorios. (Tabla N°4.3)

Tabla N°4.3 Frecuencia de donantes de sangre con resultados falsos reactivos en
prueba no treponémica VDRL-I

Tipo donacion FTA Tota
POSITIVO NEGATIVO
Donante VDRL-l |R VP 137 FP 128 265
Compensatorio NR FN 17 VN 73 90
Total 154 201 355
Donante VDRL-l |R VP 11 FP 12 23
Voluntario NR FN O VN 6 6
Total 11 18 29

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: CISeAL

Al realizar la misma relacion entre los resultados obtenidos con el reactivo de VDRL-II se
identificaron un total de 191(53,80%) resultados falsos reactivos en donantes
compensatorios y 17 (58,62) en donantes voluntarios de sangre. Con este reactivo se

identifico Unicamente 1 resultado falso negativo (Tabla N°4.4).

Tabla N°4.4 Frecuencia de donantes de sangre con resultados falsos reactivos en
prueba no treponémica VDRL-II

FTA Total
Tipo donacion
POSITIVO NEGATIVO
Donante VDRL- |R VP 153 FP 191 344
Compensatorio II|NR FN 1 VN 10 11
Total 154 201 355
Donante VDRL- R VP 11 FP 17 28
Voluntario II'| NR FN O VN 1 1
Total 11 18 29

Autor: Verodnica Aguaiza
Fuente: CISeAl
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Se determin6 que en las pruebas treponémicas metodologia Enzimainmunoensayo existe
la presencia de resultados falsos positivos tanto en donantes compensatorios como
voluntarios en un 54,36% y 58,62% respectivamente. También se identific6 dos
resultados falsos negativos. (Tabla N°4.5)

Tabla N°4.5 Frecuencia de donantes de sangre con resultados falsos positivos y
negativos en prueba treponémica EIA.

FTA
Tipo de donante de sangre
POSITIVO NEGATIVO Total
Donante | EIA R VP 152 FP 193 345
compensatorio NR FN 2 VN 2 10
Total 154 201 355
Donante | EIA R VP 11 FP 17 28
Voluntario NR EN O VN 1 1
Total 11 18 29

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: CISeAL

Al relacionar los resultados reactivos obtenidos en las pruebas de VDRL-I y EIA con la
prueba FTA muestra la existencia de 138 (47,91%) resultados falsos positivos. En
contraste al relacionar los resultados reactivos en VDRL-l y No reactivos en EIA se

identificaron 2 resultados falsos negativos (0,69%).

Se identific6 que existen 72 (75%) resultados falsos positivos al obtener reportes de
VDRL-I No Reactivo y EIA reactivo, mientras que al obtener resultados No Reactivos
tanto en EIA como VDRL-I no se detectd la existencia de resultados Falsos
Negativos.(Tabla N°4.6)
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Tabla N°4.6 Relacion de los resultados obtenidos en pruebas no-treponémicas y
treponémicas

VDRL-| il Total
POSITIVO NEGATIVO

REACTIVO |EIA |R VP 146 FP 138 284
NR FN 2 VN 2 4
Total 148 140 288
NO EA |R VP 17 P72 89
REACTIVO NR FN 0 VN 7 7
Total 17 72 96

La tabla muestra la existencia de resultados falsos positivos y negativos obtenidos con
pruebas treponémicas y no treponémicas vs prueba confirmatoria

Autor; Verénica Aguaiza
Fuente: CISeAl

Al analizar los pardmetros de validez de las pruebas no treponémicas y treponémicas
para la deteccién del marcador serologico de Sifilis se determiné que posee una alta
sensibilidad pero baja especificidad especialmente las pruebas VDRL-I y EIA; mientras
que la razon de verosimilitud positivo determina que son pruebas deficientes, en
contraste la razon de verosimilitud negativa aporta un valor cercano al 0 que asegura la
no confirmacion de la enfermedad es decir que los resultados negativos son verdaderos;
sin embargo la tasa de falsos positivos indica la existencia de una porcentaje elevado de
estos resultados lo que concuerda con la especificidad que presentan estan
pruebas.(Tabla N°4.7)
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Tabla N°4.7. Determinacion de los parametros de validacién de una prueba diagndstica

Valor Valor Valor Valor Razon de Razé6n de Tasa de Tasa de

Sensibilidad Especificidad predictivo predictivo predictivo predictivo verosimilitud verosimilitud falsos falsos
positivo positivo negativo negativo positiva negativa positivos  Negativos
Si una persona Si una persona Qué tanto més probabilidad pr%!;?g::gafnde

Qué tan bueno es tiene test tiene el test Qué tanto mas probable es robable es encontrar de obtener un resultado
Definicién ol test detectando Qué tan bueno es el  positivo qué tan negativo qué encontrar el test positivo en p el test negativo en resultado negativo en la
osible enfermos test en excluir sanos probable es que tan probable es alguien enfermo que en alouien en?ermo ue positivo en la ru%ba en una

P tenga la que no tenga la alguien sano %n alquien san?) prueba en una p ersona

enfermedad condicion 9 persona sana p
enfermo
Cuanto mayor es la RVP
la probabilidad (obre 1) mas impottante | 4 RyN valorala
Si un test es muy Si un test es muy de que un resultado positivo de la contribucién de un
» sensible, un especifico, un la probabilidad Influye la paciente con un Influye la rueba en elpdia nostico de resultado negativo en
Interpretacmn resultado negativo resultado positivo de padecer la prevalencia: resultado prevalencia p la enfermegdad la “no confirmacion”
descarta la confirma la enfermedad 2,73% negativo no 2,73% RVP>10 prueba excélente' de la enfermedad més
enfermedad enfermedad tiene la '()) ba b 7 importante cuanto
enfermedad RVP 5-10: prueba buena; mas cerca de 0
RVP 2-5: prueba regular;
RVP 1-2 deficiente
VDRL-I 89,70 36,07 51,39 3,75 82,29 88,45 1,39 0,30 63,93 10,30
VDRL-II 99,39 5,02 44,08 2,81 91,60 64,93 1,04 0,20 94,90 0,60
EIA 100,0 1,41 43,70 2,71 60,00 34,14 1,00 0,71 98,59 5,84

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: CISeAL
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De acuerdo a los resultados obtenidos se propone el siguiente algoritmo de deteccion
(Tabla N°4.8).

Tabla N°4.8 Algoritmo propuesto para la deteccion de Sifilis

EIA Inicial-treponema test:
384

EIA (+) 373 EIA (-) 11

VDRL (+) 288 (infeccion VDRL (-) 89

Pasada o presente)

FTA-treponémico

FTA (+) 0 FTA (-) 7

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: Base de datos CISeAL

El algoritmo indica el inicio de la prueba con EIA seguida de una prueba no treponémica
VDRL y ante resultados discrepantes debe ser sometida la muestra a un segundo test

treponémico.
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4.2 DISCUSION

En este estudio se establecié que existe un mayor porcentaje de donaciones tipo
compensatorio tanto en el género masculino como en el femenino, estos datos indican
que el 91% de las donaciones que se obtuvieron fueron por reposicién realizadas por un
familiar o un amigo del paciente muchas de las veces son donantes obligados que se

encuentran bajo presion familiar o social. (World Health Organization, 2010)

Los donantes compensatorios no estan aptos o no son conscientes de la importancia de
los riesgos que conlleva transmitir una infeccibn a un paciente ya sea por ocultar
informacién sobre su estado de salud o conductas de alto riesgo, esta situacion reduce la
garantia de seguridad transfusional y aumenta el desecho de hemocomponentes debido
a pruebas positivas para el marcadores serolégicos como en sifilis. (World Health
Organization, 2010)

Los bancos de sangre deben garantizar la calidad y principalmente la seguridad de
sangre a transfundirse en los pacientes que lo requieren. La donacion voluntaria
representa un 9% en este estudio, son donantes altruistas y se encuentran motivados por
el deseo de ayudar a otros, ademas de ser una responsabilidad social y deber moral, sin
embargo en los bancos de sangre del pais se observa que es bajo el porcentaje de
donacion voluntaria a pesar de los esfuerzos que realizan en campafias de donacién las

personas no se convierten a donantes voluntarios repetitivos (Chiriboga & Checa, 2015)

Los resultados reactivos en las dos pruebas no treponémicas (VDRL |y 1l) y el tipo de
donacion se obtuvo un mayor porcentaje de reactividad en donantes compensatorios 265
(74,45%), sin embargo se debe mencionar que esta prueba no es especifica ya que
detecta reaginas que reaccionardn con antigenos no treponémicos como cardiolipina,
lecitina y colesterol. (Acharjya, 2012). En cambio, la prueba treponémica (EIA) determiné
a 128 (42,96%) de donantes compensatorios positivos para sifilis identificando a un
menor numero de donantes en relacion a la prueba no treponémica, al igual que el
estudio realizado por Montiel quien detecté un mayor nimero de sueros positivos al usar
la prueba de VDRL, debido a que esta detecta la presencia de reaginas provenientes del
dafio que sufren las células del hospedero. (Montiel, Arias, & Pozo, 2008). CDC afirma
gue estos anticuerpos pueden no ser detectados en estadios muy tempranos o tardios y
no detectables luego del tratamiento, lo que se conoce como seroconversion, también

recomienda que para el tamizaje de sifilis se utilice pruebas no treponémicas como el
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VDRL pero que debe ser seguido por una prueba treponémica (Centers for disease
control and prevention, 2011).

La frecuencia de resultados falsos reactivos en la prueba no treponémica de VDRL-1 y Il
fue de 128 (36,05%) y 191 (53,80%) en donantes compensatorios respectivamente y
41,73% y 58,62% en donantes voluntarios, esto puede deberse a una reactividad cruzada
con otras enfermedades como las enfermedades autoinmunes, enfermedades febriles,
infecciones virales, etc. (Naidu, Bharucha, Sonawane, & Ahmed, 2012). Kaur menciona
que uno de los mayores problemas al utilizar pruebas no treponémicas es la presencia de
resultados falsos reactivos debido a una reactividad cruzada existiendo un rango de
reactividad entre el 7% y 50% en donantes de sangre pudiendo incrementarse al 80% en
regiones industrializadas (Kaur & Kaur, 2014).

Los resultados falsos negativos encontrados en la prueba de VDRL-I es de 17 donantes
compensatorios, lo que puede estar relacionado por un efecto prozona donde existe una
cantidad excesiva de anticuerpos impidiendo identificar a los donantes correctamente o
por encontrarse en una fase latente o tardia de la infeccion (Naidu, Bharucha, Sonawane,
& Ahmed, 2012) (Montiel, Arias, & Pozo, 2008). Estudios previos demuestran que pueden
ocurrir falsos negativos en la etapa de sifilis primaria en un 30% y 50% de los casos
donde no producen una cantidad suficiente de anticuerpos y que pueden pasar
desapercibidos donantes positivos para sifilis. (Gagandeep Kaur, 2014). En la prueba
VDRL-II se encontré un falso negativo en ocasiones este tipo de resultado puede deberse
a errores técnicos tales como la cantidad de reactivo afiadido en la prueba o el
mantenimiento de la temperatura del reactivo ya que esta altera su sensibilidad (Kaur &
Kaur, 2014).

Las pruebas treponémicas son usadas como pruebas de diagndstico de sifilis tardia o en
pacientes que tienen pruebas no treponémicas no reactivas, es decir ayudan a verificar la
reactividad de una prueba no treponémica; sin embargo se debe mencionar que los
donantes que han tenido sifilis (en tratamiento o curados) son positivos en las pruebas
treponémicas durante afios debido a que los anticuerpos Ig G persisten por mas tiempo y

por lo tanto son detectados. (Linda Sommese, 2016).

En la prueba de EIA se detecto la existencia del 54,36% de resultados falso positivos, de
acuerdo a Kaur, las pruebas treponémicas no diferencian sifilis venérea y endémica
(T.pallidum subsp. pertenue (pian) y T.pallidum subsp. carateum (pinta)) y pueden
permanecer reactivas debido a anticuerpos de memoria por lo que no deben ser

utilizadas para evaluar respuesta al tratamiento, recaida o reinfeccion en pacientes
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previamente tratados. En este estudio también se identificd la existencia de dos
resultados falsos negativos en EIA esto puede deberse a que el donante estaba en
etapas primarias de infeccion y no fueron detectados por esta metodologia. (Montiel,
Arias, & Pozo, 2008), por lo que el estudio de Kaur determina que estas pruebas sirven
para el diagndstico de sifilis tardia y para pacientes con resultados reactivos en pruebas
treponémicas pero con signos y sintomas de sifilis tardia (Kaur & Kaur, 2014).

Al combinar la prueba treponémica (EIA) y no treponémica (VDRL-I), se obtuvo una
concordancia de 146 pacientes positivos para este marcador seroldgico de Sifilis, sin
embargo, también existieron 138 (47,91%) falsos positivos, al correlacionar los resultados
obtenidos con el reactivo de VDRL Il 'y EIA se obtuvo 72 (75%) de falsos positivos, es por
esto que en la investigacion llevada a cabo por la CDC algunos laboratorios recomiendan
la denominada “secuencia inversa” en la que se utiliza el EIA o CLIA para optimizar el
tiempo de las pruebas, seguido de las pruebas no treponémicas (Centers for disease
control and prevention, 2011). La existencia de resultados discrepantes pueden ser:

infeccion pasada, tratada o0 no y persistencia de anticuerpos treponémicos.

La alta variabilidad de los anticuerpos contra el T.pallidum indica que los resultados de
una sola prueba no siempre son suficientes para la deteccién precisa, por lo tanto al
relacionar los resultados reactivos de las pruebas no treponémica de VDRL con las
treponémicas EIA y FTA (inmunocromatogréfica) se encontraron 138 (47,91%) resultados
falsos positivos y 2 falsos negativos, mientras que ante un resultado de VDRL no
reactivo existe 0 falsos negativos, estos resultados son menores al hallazgo encontrado
en la CDC de 56,7% de discrepancia entre EIA/CLIA reactivo y prueba no treponémica no
reactiva (Centers for disease control and prevention, 2011), sin embargo se menciona
que este dato es alarmante en relacion al global que fue de 31,6% en el 2008, a pesar de
ello se recomienda que las pruebas no treponémicas sean utilizadas en un tamizaje

seroldgico por su valor predictivo negativo.

Los resultados obtenidos demostraron que en las pruebas treponémicas como no
treponémicas puede conducirnos a resultados falsos positivos como falsos negativos ya
que solo estarian evaluando una etapa del curso de sifilis y no los periodos primarios
donde no se producen gran cantidad de anticuerpos o viceversa donde existe una sifilis
primaria latente o tardia y ademas estas pruebas no pueden identificar de forma
inequivoca la presencia de sifilis sin una correlacion clinica o anamnesis al paciente que

lamentablemente en donantes no es minucioso (Montiel, Arias, & Pozo, 2008).
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Las pruebas no treponémicas presentan una sensibilidad entre el 89,70 y 99,39%, la
prueba treponémica presenta una mayor sensibilidad del 100%, por lo tanto puede
identificar correctamente a los pacientes que tienen la enfermedad pero al presentar una
baja especificidad no identifican a los pacientes que verdaderamente estan sanos; esto
es debido a la gran cantidad de falsos positivos obtenidos en cada una de ellas, por lo
tanto para realizar el tamizaje en donantes de sangre se debe realizar con una prueba
treponémica junto con la confirmacion de una segunda prueba treponémica diferente a la
primera. (Ratham, 2005) (Naidu N. K., 2012)

El valor predictivo positivo en VDRL-I y VDRL-II tiene una probabilidad del 51,39% vy
44,08% respectivamente en identificar a los donantes que realmente estan enfermos pero
su valor predictivo negativo es de 82,29 % y 91,60% dato que corrobora la baja deteccion
de falsos negativos; sin embargo en la razén de verosimilitud encontramos una
probabilidad de 1,39% y 1,04% y de acuerdo a la interpretacién de este resultado para
que estas pruebas sean de gran utilidad deben ser mayores para diagnosticar
correctamente a los pacientes que verdaderamente estan enfermos, siendo estas

pruebas deficientes.

Ademas las pruebas treponémicas presentan una alta sensibilidad pero baja
especificidad, la probabilidad de que tenga la enfermedad es del 43,70% (VPP) y en el
valor predictivo negativo es de 60%, la deficiencia de estas pruebas hacen que se
dificulte identificar a los donantes que verdaderamente estan sanos debido a la gran
cantidad de falsos positivos encontrados en este estudio. Los datos publicados en CDC,
2011 indican un rango del 12 al 60% de resultados discordantes sin confirmacion lo que
implica que los resultados iniciales de EIA son falso positivos (Centers for disease control

and prevention, 2011).

De acuerdo a los protocolos de CDC, individuos con resultados EIA (+) /VDRL (-) / FTA
Inmunocromatografica (+) presumiblemente podrian haber sido tratados o tener una sifilis
latente, sin embargo algunos pueden tener una sifilis primaria, también recomienda que
en resultados EIA (+) y VDRL (-) debe someterse la muestra a una tercera prueba
treponémica (Centers for disease control and prevention, 2011). En cambio en resultados
discordantes como EIA (+), VDRL (-), FTA (-) se debera realizar un nuevo re-chequeo en
cuatro semanas o utilizar un nuevo reactivo lo que seria costoso para un banco de sangre

y un mayor tiempo para determinar el resultado.

Por estas razones CDC mantiene el uso de algoritmo tradicional que identifica las

personas en infeccidn activa, sin embargo el de secuencia inversa puede detectar mas
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casos de sifilis activa ademas que se eliminan los falsos reactivos en VDRL, a pesar de
ello siempre requiere de una segunda prueba treponémica encareciendo los costos y no
existen estudios del costo-beneficio de un algoritmo inverso (Centers for disease control
and prevention, 2011).En este estudio y de acuerdo al andlisis de datos se deberia

mantener un algoritmo “secuencia inversa”.
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4.3CONCLUSIONES

= Se determiné que en el banco de sangre del hospital Carlos Andrade Marin existe
un bajo porcentaje de donantes voluntarios de sangre lo que aumenta la
prevalencia de enfermedades infecciosas como sifilis.

= Se identific6 una prevalencia de 74,47% de donantes portadores de anticuerpos
reaginicos los que no son especificos para Sifilis.

= Mientras que en las pruebas treponémicas se identific6 una prevalencia de
42,96% menor a las no treponémicas.

= El mayor porcentaje de resultados falsos positivos en pruebas no treponémicas
fue determinado en las prueba de VDRL-II.

= En las pruebas treponémicas de EIA se detectaron resultados falsos positivos
corroborando que estas pruebas exhiben un valor predictivo negativo de 34,14 lo
que indica que solo ese porcentaje de donantes realmente no tiene la
enfermedad.

= La relacién entre prueba no treponémicas y treponémicas identifica la presencia
de resultados falsos positivos y negativos, sin embargo cuando coinciden los
resultados entre EIA/VDRL estos se confirman con la segunda prueba
treponémica (FTA) lo que afirma el uso de un algoritmo inverso.

= El andlisis de los parametros de validez de las pruebas revelan una razéon de
verosimilitud negativa cercana a 0 en la prueba de VDRL-II indicativo de que la
probabilidad de encontrar un resultado negativo en alguien enfermo que en sano
es baja (0.2).

= La tasa de falsos positivos revela que la prueba treponémica de EIA tiene un
98,59% de probabilidad de obtener un resultado positivo en una persona sana, en
contraste la tasa de falsos negativos identificé una probabilidad de 5,84% de
obtener un resultado negativo en la prueba de una persona enferma.

= En la contribucion de un resultado positivo de la prueba en el diagnéstico de la
enfermedad las tres pruebas obtuvieron un valor de “pruebas deficientes”, por lo
gue no pueden ser utilizadas solas sino en combinacion.

= El algoritmo propuesto de acuerdo a los resultados obtenidos es el de secuencia

inversa a pesar del costo que implicara en los bancos de sangre.
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4.4 RECOMENDACIONES

» Se recomienda la implementacién del algoritmo de secuencia inversa en el banco
de sangre con la utilizacion del reactivos VDRL-II a fin de evitar el desperdicio de
hemocomponentes.

= Se recomienda establecer el uso de reactivos treponemicos (EIA) que presentes

valores de verosimilitud eficaces.

= En resultados discrepante se recomienda utilizar el protocolo establecido por
CDC, 2011.

= Debe realizarse la validacion y verificacion de los reactivos utilizados para la

deteccion de sifilis antes de su uso.

55



5. BIBLIOGRAFIA

Centers for Disease Control and Prevention. (2015). Recommendations and Reports
Sexually Transmitted Diseases. Morbidity and Mortality Weekly Report, Vol. 64
pag.34-46.

AABB. (2012). Manual Técnico de Asociacion de Bancos de Sangre.

AABB. (2012). Manual Técnico de la Asociacion Americana de Bancos de Sangre.

Manual.

Abul K. Abbas, A. H. (2012). Inmunologia celular y molecular. Madrid Espafia: Elsevier
Saunders.

Acharjya, S. N. (2012). VDRL Test and its Interpretation. Indian Journal od Dermatology ,
57 (1): 3-8; doi: 10.4103 / 0.019-5154,92666.

Arias, J. C. (2006). Muestras Estadisticas. Obtenido de
http://inmaculadava.maristascompostela.org/Derive/ccss2/02excel/l1lmuestrasexc

el.htm

Asociacibn Americana de Bancos de Sangre. (2012). Manual Técnico de bancos de

sangre. Estandares de trabajo para servicios de sangre, Tercera Edicion .

Asociacion Americana de Bancos de Sangre. (2012). Manual Técnico de la Asociacion
Americana de Bancos de Sangre- AABB. Manual.

Asociacion Americana de Bancos de Sangre. (2012). Manual Técnico de la Asociacion

Americana de Bancos de Sangre-AABB. Manual.

Beltrdn, M., Ayala, M., & Jara, J. (2000). La importancia de la encuesta de seleccion de
donantes en el pretamizaje: experiencia en un Banco de Sangre de Bogota,

noviembre-diciembre de 1996. Biomedica, Vol 20: 4.

Benitez Merelo, M. A., Cebollero Agust, A., & Lobato, B. G. (2013). Contribution of
automated serological tests in the diagnosis of syphilis: Comparison of 2
chemiluminescence immunoassays with Treponema pallidum hemagglutination
assay. Revista de Laboratorio Clinico, Vol 6: 82-84.
doi:10.1016/j.1abcli.2012.07.002.

56



Benningnton. (2000). Diccionario enciclopedico de Laboratorio Clinico . Espafa :

Panamericana .

Bennington, J. L. (2000). Diccionario enciclopédico del laboratorio clinico. Buenos Aires,
Argentina: EDITORIAL MEDICA PANAMERICANA.

BIO LINE. (s.f). SD Syphilis. Recuperado el 20 de Abril de 2015, de
http://www.ctr.com.mx/img_ prod/sifilis30_i.pdf

Buelvas Cortés, A., Muiiiz-Diaz, E., & Ledn de Gonzélez, G. (2014). Inmunohematologia

basica y aplicada. Colombia: FERIVA.

Centers for disease control and prevention. (2011). Discordant Results from Reverse
Sequence Syphilis Screening —Five Laboratories, United States, 2006-2010.
Morbidity and Mortality Weekly Report, 132-134.

César de Almeida Neto, E. L. (2010). Profile of blood donors with serologic tests reactive
for the presence of syphilis in S&do Paulo, Brazil. NATIONAL INSTITUTES OF
HEALTH, 330-336.

Dafna Lipinsky, L. S. (2012). Validation of Reverse Sequence Screening for Syphilis.
Journal of Clinical Microbiology , 50 (4): 1501. doi: 10.1128 / JCM.06286-11.

Dorland. (2005). Diccionario Enciclopedico llustrado de Medicina. Espafia: Elsevier.
Duefias, V. H. (2003). El Banco de Sangre. Cali: Universidad del Valle.
Duefias, V. H. (2003). El Banco de Sangre . Cali: Cargraphics.

Fernandez, P. (07 de Diciembre de 2010). Pruebas diagndsticas: Sensibilidad vy
especificidad. doi:Cad Aten Primaria 2003; 10: 120-124

Fernandez, P., & Pértegas Diaz, S. (2003). Investigacion: Pruebas diagnésticas . Unidad

de Epidemiologia Clinica y Bioestadistica, 1-6.

Gagandeep Kaur, P. K. (2014). Syphilis testing in blood donors: an update. Blood
transfusion, DOI 10.2450.0146-14.

Garcia, J. F. (2012). Salud publica y epidemiologia. Bogota .

Herndndeza, C., Funezb, R., Repisoa, B., & Frieyro, M. (2013). Utilidad de la
inmunohistoquimica con anticuerpos antitreponema en el diagnostico de la sifilis.
Elseiver Actas Dermosifiliogr, Vol 104: 926-927 DOI: 10.1016/j.ad.2012.12.011.

57



Jean Delamare, Jacques Delamare. (1981). DICCIONARIO DE LOS TERMINOS
TECNICOS DE MEDICINA. Paris: INTERAMERICANA.

Kabiri, Z., Benajiba, M., Hajjout, Z., Dakka, N. H., & Bellaoui, H. (2014). Testing for Partial
RhD with a D-Screen Diagast Kit in Moroccan Blood Donors with Weak D
Expression. Journal of Blood Transfusion, 1-4, dx.doi.org/10.1155/2014/204301.

Kaur, G., & Kaur, P. (2014). Syphilis testing in blood donors: an update. Blood
Transfusion, 13(2) 197-204.

Lee, K., Park, H., Youn Roh, E., Shin, S., Un Park, K., & Hee Park, M. &. (2013).
Characterization of Sera with Discordant Results from Reverse Sequence
Screening for Syphilis. Biomedical Research International, Volumen 20: doi.org
10.1155/2013/269347.

Linda Sommese, M. R. (2016). Efforts in blood safety: Integrated approach for serological
diagnosis of syphilis. Asian Journal of Transfusion Science, doi: 10.4103 / 0.973-
6.247,164267.

Ministerio de Salud Publica. (2013). Anuario de Vigilancia Epidemioldgica 1994-2013.
http://public.tableausoftware.com/profile/manco.suxio#!/vizhome/ITS/ANUARIO.

Montiel, M., Arias, J., & Pozo, E. y. (2008). Importancia de las pruebas especificas e
inespecificas para el diagnostico de sifilis en donantes de sangre. Scielo , ISSN
0075-5222.

Morshed, M., & Singh, A. (2014). Recent Trends in the Serologic Diagnosis of Syphilis.
Clin Vaccine Immunol, 26. pii: CVI1.00681-14.

Muhammad G. Morshed Autor, y. A. (2015). Recent Trends in the Serologic Diagnosis of
Syphilis. Climical and vaccine Inmunology, 137-147; doi: 10.1128 / CVI.00681-14.

Naidu, N. K. (2012). Comparative study of Treponemal and non-Treponemal test for
screening of blood donated at a blood center. Asian Journal of Transfusion
Science, 32-35. doi: 10.4103 / 0973-6247,95048.

Naidu, N. K., Bharucha, Z. S., Sonawane, V., & Ahmed, I. (2012). Comparative study of
Treponemal and non-Treponemal test for screening of blood donated at a blood
center. Asian Journal of Transfusion Science, 6(1), 32—35. do0i:10.4103/0973-
6247.95048.

58



Organizacién Mundial de la Salud. (2009). Estandares de bancos de sangre.

Organizacion Panamericana de la Salud. (2009). Elegibilidad para la Donacion de

Sangre. Washington: Organizacion Panamericana de la Salud.

Paz Burgos, L. E. (2010). Treponema pallidum: ESTRUCTURA Y ANTIGENICIDAD.
Revistas Bolivianas, ISSN 8888-3888.

Pedro Sanchez Frenes, M. d. (2012). Las enfermedades infecciosas y la transfusién de
sangre. Rev Latinoamericana Patologia clinica, 186-193, Vol. 59, Num. 4.

Quattordio, L. E., Milani, P. L., & Milani, H. L. (2004). Diagnéstico serolégico de sifilis
Correlacion de resultados segun técnicas disponibles en el laboratorio.
Inmunologia, 301-306.

Ratnam, S. (2005). The laboratory diagnosis of syphilis. Canadian Journal Infectious
Diseases Medical Microbiology., 45-51.

Rojo Medina, J. (2014). Enfermedades Infecciosas un Panorama internacional. Gaceta
Médica de México, 150: 78-83.

Ruiz de Adana Pérez, R. (2009). Eficacia de una prueba diagnéstica: parametros

utilizados en el estudio de un test. Pruebas diagndsticas, 30-32.

Silberman, D. R. (Junio de 2007). INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA. Obtenido de

http://www.ibt.unam.mx/computo/pdfs/met/inmunoquimica. pdf

Smith, B. C., Yvonne, S., Smith, B. C., Simpson, Y., & Morshed, M. G. (2013). Proteins for
a New Perspective on Syphilis Diagnosis. Journal of Clinical Microbiology, 51(1),
105-111. doi:10.1128/JCM.01390-12.

Tagny, C. T. (2011). Syphilis and Blood Safety in Developing Countries. INTECH OPEN
SCIENCE, DOI: 10.5772 / 21499.

Vazquez-Campuzano, R., Galnares-Olalde, J. A., Blachman-Braun, R., & Berebichez-
Fridman, R. (2014). Doce afios de experiencia en el diagnéstico de sifilis en
México 2001-2012. Gaceta Médica de México, 150 Suppl 1:5-10 PMID: 25643672.

Wiener lab. (s.f.). Sifilis ELISA recombinante v.4.0. Recuperado el 20 de Abril de 2015, de
http://plataformacomercialmedica.com/pdf/insertos/Inmunologia/sifiliselisarecombi

nantev40sp.pdf

59



Winner Lab . (2000). Inserto de VDRL . Obtenido de http://www.wiener-
lab.com.ar/VademecumbDocumentos/Vademecum%?20espanol/vdrl_test_sp.pdf

World Health Organization. (2010). Towards 100% Voluntary Blood Donation: A Global
Framework for Action. A Global Framework for Action, ISBN-13: 978-92-4-159969-
6.

X. Fuentes Arderiu, M.J. Castifieiras Lacambra, J. M. Queralt6é Compafio. (1998).

Bioguimica clinica y Patologia molecular . Barcelona : Reverte .

60



6. ANEXOS

ANEXO N°1. Formulario de seleccion de donantes de sangre y consentimiento
informado del donante.
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ANEXO N°2. Carta de autorizacion para la recoleccion de muestras.

) iess

ANEXO INSTITUTO ECUATORIANO DE SEGURIDAD SOCIAL
HOSPITAL “CARLOS ANDRADE MARIN"

Quito D. M., 08 de septiembre de 2015

Sefiorita:

Veronica Aguayza

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR
Presente.-

. De mi consideracion:

Mediante la presente me permito autorizar la recoleccion de muestras en el
area de Serologia para el establecimiento de un algoritmo de deteccién de
marcador serolégico de sifilis en donantes voluntarios del Banco de Sangre
del Hospital Carlos Andrade Marin desde enero de 2015 hasta diciembre de
2015.

Con sentimientos de distinguida consideracion.

Lcda. Martha Gabela B.
JEFE DE LA UNIDAD DE BANCO DE SANGRE
HOSPITAL CARLOS ANDRADE MARIN

Av. 18 de

P
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ANEXO N°3. Inserto prueba FTA —inmunocromatografico
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ANEXO N°4. Analisis de muestras por pruebas treponémicas y no treponémicas

Equipo de andlisis automatizado de muestras por Electroinmunoensayo

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: Hospital Carlos Andrade Marin

Andlisis manual de muestras reactivas en VDRL

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: CiSeAL
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ANEXO N°5. Analisis de muestras por inmunocromatografia FTA

Analisis de muestras reactivas en inmunocromatografia FTA

Autor: Verénica Aguaiza
Fuente: CISeAL
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