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RESUMEN

La sifilis es una infeccién causada por la bacteria Treponema pallidum.
Entre las alternativas para su diagndstico se incluyen los tests serolégicos no
treponémicos como la RPR y el VDRL y los test treponémicos como la IC.
Objetivo: Comparar el desempefio de las técnicas Reagina Plasmaética
Rapida, Venereal Disease Research Laboratory e Inmunocromatografia para
el diagnéstico de sifilis en estudiantes universitarios del area de la salud de la
Universidad de Los Andes. Materiales y Métodos: La investigacion fue
analitica y comparativa y el disefio de campo, contemporaneo, transversal y
multivariable. En el estudio participaron 84 estudiantes de las escuelas de
Bioandlisis, Farmacia y Medicina, a quienes previo consentimiento informado
se les tomaron muestras sanguineas, las cuales fueron procesadas en el
Laboratorio de Investigacion Parasitologica “Dr. Jesus Moreno R.” de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. Las
muestras fueron analizadas utilizando las técnicas RPR, VDRL e IC.
Resultados: Se obtuvo una especificidad y un valor predictivo negativo de
100% para cada prueba, asi mismo, las pruebas presentaron una
concordancia “casi perfecta” al obtener un valor para el indice de Kappa de
Cohen de 1,00. Conclusion: Las pruebas presentaron igual rendimiento, por
lo cual se infiere que podrian usarse indistintamente en el cribado de sifilis; sin
embargo, la IC posee mayor ventaja sobre las otras pruebas al ser méas rapida,
de costo apropiado y porque al tratarse de un test treponémico permite hacer
cribado y diagnéstico al mismo tiempo.

Palabras clave: Sifilis, Treponema pallidum, diagndstico de sifilis,
inmunodiagnostico, RPR, VDRL, IC, estudiantes universitarios.
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DIAGNOSIS OF SYPHILIS USING RAPID PLASMA REAGIN (RPR),
VENEREAL DISEASE RESEARCH LABORATORY (VDRL), AND
IMMUNOCHROMATOGRAPHY (IC) TECHNIQUES
IN HEALTH SCIENCES UNIVERSITY STUDENTS

ABSTRACT

Syphilis is an infection caused by the bacteria Treponema pallidum.
Alternatives for its diagnosis include non-treponemal serological tests such as
RPR and VDRL and treponemal tests such as IC. Purpose: To compare the
performance of Rapid Plasma Reagin, Venereal Disease Research Laboratory
and Immunochromatography techniques for the diagnosis of syphilis in
university students of health sciences at the Universidad de Los Andes.
Materials and Methods: The research was analytical and comparative and its
design was field, contemporary, cross-sectional, and multivariable. Eighty-four
students from the schools of Medical Technology, Pharmacy and Medicine
participated in the study. After obtaining their informed consent, blood samples
were taken and processed at the Parasitological Research Laboratory
"Dr. Jesus Moreno R." of the School of Pharmacy and Medical Technology of
the Universidad de Los Andes. The samples were analyzed using RPR, VDRL
and IC techniques. Results: The specificity and negative predictive value was
100% for each test, and the tests showed an "almost perfect" agreement with
a Cohen's Kappa coefficient value of 1.00. Conclusion: The tests showed
equal performance, so it is inferred that they could be used indistinctly in
syphilis screening; however, the IC has a greater advantage over the other
tests since it is faster, cost-appropriate and because as a treponemal test, it
allows both screening and diagnosis at the same time.

Keywords: Syphilis,  Treponema  pallidum, syphilis diagnosis,
immunodiagnosis, RPR, VDRL, IC, university students.
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INTRODUCCION

Antecedentes de la Investigacion

La sifilis es una infeccién sistémica crénica® de importante prevalencia a
nivel mundial®>, cuyo agente etiolégico es la bacteria Treponema pallidum
subespecie pallidum?y su principal via de transmisién es por contacto sexual®.
La presencia de la bacteria y su interaccién con los tejidos del hospedador
provoca la ruptura de las membranas celulares y por lo tanto la liberaciéon de
sustancias lipidicas, que pueden ser reconocidas como patrones moleculares
asociados al dafio tisular (DAMPS) e inducen la respuesta inmune®.

Una parte muy importante de esta respuesta es la produccion de
anticuerpos anti-lipoidales* o también denominados anticuerpos reaginicos,
los cuales se llaman asi porque la reagina es un anticuerpo de tipo
Inmunoglobulina M (IgM) o Inmunoglobulina G (IgG) capaz de unirse a los
antigenos lipoidales®. Al mismo tiempo, la presencia de la bacteria induce la
formacién de anticuerpos anti-treponémicos de tipo IgM e IgG, que van a
interactuar con antigenos propios de la estructura bacteriana®.

Es importante destacar que para evidenciar la presencia de T. pallidum
pueden emplearse diversas técnicas diagnosticas. Por un lado, puede llevarse
a cabo el analisis directo de los exudados de las lesiones cutaneas las cuales
son ricas en treponemas, mediante el uso de microscopia de campo oscuro o
técnicas especiales de tincion fluorescente®. Y, por otro lado, estan los tests
serolégicos, los cuales son el pilar para el diagnostico de sifilis”. Estos tltimos
se basan en el inmunodiagnostico y pueden ser tests no treponémicos (NTTSs,
por sus siglas en inglés): que determinan la presencia de anticuerpos
reaginicos de tipo IgM e IgG8 y los tests treponémicos (TTs, por sus siglas en
inglés): los cuales permiten detectar los anticuerpos anti-treponémicos y son

mas especificos®.



Es conveniente acotar que el inmunodiagndstico se basa en evidenciar la
reaccion antigeno-anticuerpo como su principal medio de deteccion'®, lo que
permite hacer diagnodsticos tempranos y mas certeros. Ademas, es posible
monitorear el progreso de una enfermedad al evaluar la variacion de los
anticuerpos reaginicos presentes en las muestras de los pacientes®?,

Debido a lo mencionado anteriormente, las técnicas de inmunodiagndéstico
deben cumplir con ciertos parametros de validez y seguridad, siendo estos la
sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y valor
predictivo negativo (VPN). La sensibilidad se define como la capacidad que
tiene el test para detectar la enfermedad, mientras que la especificidad es la
probabilidad de obtener un resultado negativo para un sujeto sano'?. Por su
parte, el valor predictivo positivo se refiere a la proporcion de pacientes con un
resultado positivo en el test que son correctamente diagnosticados y el valor
predictivo negativo es la proporcién de pacientes con un resultado negativo en
el test que son correctamente diagnosticados?3.

En cuanto a los NTTs, en esta investigacion se incluyd a las pruebas:
Reagina Plasmatica Rapida y Venereal Disease Research Laboratory, que son
las mas frecuentemente utilizadas. Dichas técnicas se basan en los principios
de aglutinacion y floculacién respectivamente?®, los cuales tienen en comun que
consisten en la generacion de entramados tridimensionales producto de la
formacién de complejos antigeno-anticuerpo. En estos tests se utiliza como
antigeno una solucion alcohdlica que contiene particulas de cardiolipina,
colesterol y lecitina, la cual sera enfrentada al suero del paciente y en caso de
estar presentes los anticuerpos reaginicos, ocurrira la formacion del
inmunocomplejo?.

En la RPR se puede usar como muestra al suero o plasma indistintamente
y la solucién antigénica contiene pequefias cantidades de carbdn preparado,
el cual facilita la visualizacién macroscépica del entramado tridimensional*4.
En cambio, en la técnica de VDRL puede utilizarse el suero del paciente, que,

de acuerdo a las caracteristicas particulares de la prueba, puede requerir o0 no



ser inactivado por calentamiento, o bien puede evaluarse liquido
cefalorraquideo (LCR), que no requiere calentamiento. En este caso la
reaccion es una floculacion que puede visualizarse empleando el
microscopio®®.

Por su parte, entre los distintos TTs disponibles, en la presente
investigacion se empled la Inmunocromatografia. Esta prueba se fundamenta
en el desplazamiento de una muestra que puede ser sangre total, suero o
plasma a través de una membrana de nitrocelulosa. Dicha membrana posee
varias regiones; una de ellas es la zona de contacto con la muestra del
paciente, localizada en el extremo inferior, posteriormente esta la zona donde
se encuentran los antigenos recombinantes de T. pallidum, los cuales estan
conjugados con particulas de oro coloidal y finalmente se encuentran la regién
de test y la regién de control*S.

Una vez que se da el contacto de la muestra del paciente con la membrana,
esta comienza a desplazarse cromatograficamente a través de la misma, hasta
encontrarse con los antigenos recombinantes, si estan presentes los
anticuerpos anti-treponémicos en la muestra, estos se unen a sus antigenos
formando un inmunocomplejo soluble que se seguird desplazando hasta la
region de test, donde se encuentran anticuerpos que se unen a otro epitope
del antigeno, dando lugar a una linea de color debido a la presencia del oro
coloidal. Ademas, para validar la prueba también se encuentran presentes
conjugados que se desplazan hasta la region de control donde se unen con
anticuerpos especificos y forman inmunocomplejos, los cuales también se
visualizan con una banda de color'’. Es importante destacar que todas estas
técnicas pertenecen al grupo de herramientas del inmunodiagndstico®.

Ahora bien, de acuerdo a los parametros de validez y seguridad, la
capacidad diagnéstica de una prueba y su empleo para el cribado o la
confirmacién de la infeccidn va a variar. Por lo tanto, es importante comparar
las distintas opciones disponibles y elegir aquella cuyo desempefio sea ideal.

De hecho, contrastar técnicas treponémicas con no treponémicas siempre ha



sido un foco de estudio, dando pie a que en los ultimos 5 afios se hayan
publicado investigaciones como: Evaluacion de la Prueba de Micro
Hemaglutinaciéon de Treponema pallidum (MICRO-TPHA, por sus siglas en
inglés), VDRL y RPR en el serodiagndstico de sifilis, en la cual se demostré
una falsa positividad por la técnica de VDRL, en cuanto al parametro de
sensibilidad; los NTTs demostraron ser muy similares aunque fue mas
especifica la RPR. Por otro lado, la técnica MICRO-TPHA fue mas sensible
durante la fase latente y terciaria de la sifilis, es por ello que se sugiere el
empleo de estas técnicas como un complemento?®,

De la misma forma, otro estudio evalu6 el rendimiento de la IC como
alternativa de prueba rapida para el diagnéstico de sifilis al comparar cuatro
tests serolégicos que incluian ademas a la RPR, el TPHA y los inmunoensayos
de microparticulas por quimioluminiscencia (CMIA, por sus siglas en inglés);
en dicha comparacién la IC como alternativa diagndstica mostré muy buen
rendimiento, igualmente la RPR obtuvo valores significativos en cuanto a los
parametros de validez y seguridad?®®. Por su parte, una investigacion comparé
la RPR, el VDRL y el Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA,
por sus siglas en inglés) en el cribado de sifilis en mujeres embarazadas,
obteniendo un mejor rendimiento del ELISA sobre las pruebas no
treponémicas e indicando que dicha técnica podria reemplazarlas?®.

Otro estudio realizado buscé determinar cual era el procedimiento
preferencial para el cribado de sifilis en laboratorios de clinicas chinas. Para
ello los investigadores compararon el Inmunoensayo por Quimioluminiscencia
(CLIA, por sus siglas en inglés) con métodos convencionales, resultando una
alta sensibilidad y especificidad para el CLIA, sugiriendo su uso como una
técnica de deteccion para el diagndstico de sifilis. Mientras que el test de
Aglutinacién de Particulas de Treponema pallidum (TPPA, por sus siglas en
inglés) y la RPR son necesarias para confirmar las muestras positivas?™.

Por dltimo, en la Evaluacion de la técnica no treponémica RPR en

comparacion con la técnica treponémica Ensayo inmunocromatografico (IC)



para la deteccion de donantes de sangre sanos, se concluy6 que la IC presentd
una mejor sensibilidad. Mientras la especificidad fue mejor para la RPR. Por lo
cual la IC se recomienda para el cribado de donantes sanos dada su alta

sensibilidad?2.

Justificacién de la Investigacion

La necesidad de llevar a cabo esta investigacién radica en el hecho de que
la sifilis es una infeccion que presenta cifras alarmantes, por lo que es
catalogada como un importante problema de salud publica®. Esto no solo
motiva a conocer acerca de esta infeccion, sino también sobre las diferentes
pruebas diagndsticas que permiten detectarla, porque no todas se comportan
de la misma manera. Por ello, surge la necesidad de estudiar a las técnicas
RPR, VDRL e IC en lo que respecta a los parametros de validez y seguridad?*?;
de manera tal de recomendar el uso de la prueba con mejor desempefio y asi
evitar proporcionar al paciente un resultado erroneo.

Aunado a esto, para la realizacion de esta investigacion se encontraron
razones de potencialidad como la variabilidad para diagnosticar la sifilis, ya
sea detectando anticuerpos producidos directamente contra su agente causal
0 anticuerpos especificos para los productos del dafio tisular que este
ocasiona*.

Es a través de estos anticuerpos que se puede realizar el diagnéstico
serolégico de la infeccion. Adicionalmente, para detectar sifilis pueden
emplearse diversas técnicas, como el analisis directo de los exudados de las
lesiones cutaneas®. No obstante, los tests serolégicos basados en el
inmunodiagnéstico son el pilar fundamental’, los mismos pueden ser no
treponémicos o treponémicos?®.

Por una parte, la presente investigacion estudio los NTTs mas
frecuentemente utilizados: RPR y VDRL. Como fue mencionado, ambas

técnicas se basan en los principios de aglutinacion y floculacion



respectivamente, que consisten en la formacion de entramados como
consecuencia de una reaccion antigeno-anticuerpo, dicha aglutinacion o
floculacion se evidencia dependiendo del formato de la prueba®®.

Y, por otra parte, como representante de los TTs se estudio6 a la IC, la cual
consiste en la migracibn de una muestra a través de una membrana de
nitrocelulosa, que contiene antigenos recombinantes de la bacteria
conjugados con oro coloidal, los cuales se unen a los anticuerpos anti-
treponémicos presentes en la muestra del paciente, y esto se evidencia por la
formacion de una banda de color?®.

Entre las razones de tendencia se encuentra la relevancia de estas
técnicas, las cuales constituyen herramientas esenciales para el diagnostico
de la infeccion. Aunado a esto, al fundamentarse en el inmunodiagnostico
presentan las ventajas inherentes al mismo, como son la elevada sensibilidad
y especificidad en la deteccion de anticuerpos. Dichos parametros son los que
permiten hacer diagnésticos tempranos y mas certeros*.

Resulta interesante que, en la actualidad, diversas investigaciones han
evaluado y contrastado los pardmetros de validez y seguridad de los NTTs con
los de los TTs. A partir de esto, se ha obtenido informacién de interés como
una falsa positividad por la técnica de VDRL, valores de sensibilidad similares
para los NTTs, altos valores de sensibilidad y especificidad para la IC y una
alta especificidad para la técnica RPR181°21.22 Ademas, se describié un bajo
rendimiento de los NTTs frente a los TTs?°. Estos hallazgos representaron el
punto de partida que oriento el presente estudio.

Es importante destacar que son escasas las investigaciones recientes en
las cuales se comparan las técnicas previamente mencionadas entre si. Esto
motivo la realizacion de esta investigacion y pone en evidencia la necesidad
imperativa de comparar estas tres pruebas, para determinar si se obtiene una
discrepancia significativa en el desempefio de las mismas, en lo que respecta
a la capacidad de deteccion de la infeccion por Treponema pallidum. Asi como

también, para poder establecer cual técnica resulta mejor en cuanto a



parametros de validez y seguridad, costos, limitaciones, tiempo de ejecucién
e insumos empleados.

Una vez conocidas las razones que justifican el presente estudio es
relevante describir los alcances y las limitaciones del mismo, pues de los
alcances depende la estrategia de investigacion. En este sentido, el disefio,
los procedimientos y otros componentes del proceso varian dependiendo del
alcance, el cual puede ser. exploratorio, descriptivo, correlacional o
explicativo?. Sin embargo, se ha propuesto una clasificacion de mayor
amplitud la cual comprende 10 tipos de investigacion: exploratoria, descriptiva,
analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva,
confirmatoria y evaluativa, siendo esta clasificacidon mas didactica y productiva
desde el punto de vista metodoldgico?*. Tomando en cuenta lo anterior, esta
investigacién posee un alcance analitico y comparativo dado que se estaran
contrastando tres pruebas inmunodiagnésticas e interpretando los resultados
obtenidos para cada una.

Por otro lado, las limitaciones de una investigacion vienen dadas por la
disponibilidad de recursos financieros, humanos, teéricos y materiales?®. Por
consiguiente, las limitaciones de este estudio se presentaron por las escasas
investigaciones previas en el pais y la regién andina, asi como también por la

escasez y altos costos de los reactivos.

El Problema

Una vez descrita la situacion actual del problema, las autoras de esta
investigacion han formulado el siguiente enunciado holopraxico:

¢, Cudles son las diferencias y semejanzas en cuanto al desempefio de las
técnicas Reagina Plasmatica Rapida, Venereal Disease Research Laboratory
e Inmunocromatografia para el diagnostico de sifilis en estudiantes del area
de la salud de la Universidad de Los Andes, en el periodo comprendido entre

abril y mayo de 2023?



Antecedentes Teodricos

Trabajos Previos

En los dltimos afios se han realizado diversas investigaciones que se
asocian con el presente evento de estudio, dandole asi un respaldo ante la
comunidad cientifica. Entre ellas destacan las siguientes:

Los investigadores Terzi, Aydemir, Karakece, Hatipoglu, Olmez, Koroglu,
et al., en el afio 2020, llevaron a cabo un estudio titulado Investigation of the
rapid immunochromatographic test performance in the diagnosis of syphilis;
comparison of four serological methods (Investigacién del rendimiento de la
prueba de inmunocromatografia rapida en el diagnostico de sifilis;
comparacion de cuatro métodos seroldgicos), cuyo objetivo fue comprobar el
rendimiento de una nueva prueba rapida para sifilis al compararla con el
TPHA, y a su vez evaluar el rendimiento de la RPR y los inmunoensayos de
microparticulas por quimioluminiscencia (CMIA) utilizando como gold standard
al TPHA. El disefio utilizado fue de campo, contemporaneo y multivariable.
Para llevar a cabo el estudio, los investigadores analizaron 595 muestras de
pacientes con sospecha de sifilis, obteniendo una S de 100%, 93,3% y 100%
para la RPR, los CMIA y la IC respectivamente, mientras que los valores de E
fueron de 98,8%, 99,1% y 99,5% respectivamente, el VPP fue de 81%, 84,8%
y 90,9% y el VPN fue de 100%, 99,6% y 100% respectivamente. Con los
resultados expuestos, los autores concluyeron que la prueba de IC mostré un
buen rendimiento, fue accesible, rapida y facil de aplicar!®. Los valores
anteriormente descritos, proporcionaron una guia sobre los parametros de
validez y seguridad esperados para la IC y la RPR.

Por su parte, la investigacion titulada; Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) versus Venereal Disease Research Laboratory test (VDRL) and
Rapid Plasma Reagin test (RPR) for screening of syphilis in pregnant women

(Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas [ELISA] comparado con el



VDRL y la RPR para el cribado de sifilis en mujeres embarazadas), llevada a
cabo por Solaimalai, Rathore, Beck, Regi, Yesudhason, Veeraraghavan, et al.,
en el afo 2020, planteé como objetivo evaluar una prueba treponémica
(ELISA) como alternativa para el cribado de sifilis en mujeres embarazadas, el
disefio fue de campo, transversal y multivariable. Utilizaron un total de 416
muestras, de las cuales 102 muestras eran conocidas para sifilis por TPHA y
314 eran muestras de mujeres embarazadas. Todas las pruebas fueron
evaluadas por VDRL, RPR, ELISA y TPHA como gold standard; obteniendo
los siguientes resultados: el VDRL y la RPR mostraron una mayor tasa de
falsos positivos que fue de 10,5% y 9,6%, respectivamente, en comparacion
con un 2,5% para el ELISA. La S y E del ELISA fueron de 98% y 97,5%, las
del VDRL de 71,6% y 89,5%, y las de la RPR de 73,5% y 90,5%
respectivamente. Asi mismo, el ELISA tuvo una concordancia excelente
(kappa=0,9) con el TPHA en comparacion con el VDRL y la RPR que sélo
tuvieron una concordancia moderada (kappa=0,6). Los autores concluyeron
que el ELISA puede reemplazar a las pruebas no treponémicas en el cribado
de sifilis antenatal®. Los resultados obtenidos sugieren que los valores de Sy
E de las pruebas no treponémicas suelen ser menores que los obtenidos por
las pruebas treponémicas.

También, la publicacién denominada; A comparison of nontreponemal tests
in cerebrospinal fluid for neurosyphilis diagnosis: equivalent detection of
specific antibodies (Comparacion de pruebas no treponémicas en LCR para el
diagnéstico de neurosifilis: deteccion equivalente de anticuerpos especificos),
cuyos autores fueron Versiani, Cabral-Castro y Puccioni-Sohler en el afio
2019, tuvo como objetivo evaluar el rendimiento de dos pruebas no
treponémicas (RPR y prueba del suero no calentado [USR, por sus siglas en
inglés]), en comparacion con el VDRL en LCR, el disefio utilizado fue de
campo, contemporaneo y multivariable. Se evaluaron 120 muestras con las
tres técnicas, las cuales se dividieron en tres grupos; en el grupo 1 se

encontraban los pacientes con neurosifilis confirmada, en el grupo 2 los



pacientes con sospecha de neurosifilis y en el grupo 3 los pacientes sanos
utiizados como control. Se obtuvo una correlacion satisfactoriamente
significante en las tres pruebas, ya que las muestras de los pacientes del grupo
1 fueron todas reactivas y en los grupos 2 y 3 resultaron negativas como se
esperaba, presentando una sensibilidad y especificidad del 100%2°. Estos
resultados orientaron sobre el comportamiento que podian tener las técnicas
RPR y VDRL. Si bien este estudio fue realizado en LCR, se han descrito
resultados similares utilizando muestras de suero.

En otro orden de ideas, destaca la investigacion denominada; Evaluation of
Nonspecific Treponemal Test: Rapid Plasma Reagin in Comparison with
Specific Treponemal Test: Immunochromatographic Assay for Screening
Healthy Blood Donors (Evaluaciéon del test no treponémico: RPR en
comparacion con el test treponémico IC para la deteccion de donantes de
sangre sanos), llevada a cabo por Tiwari, Acharya, Dara, Arora, Aggarwal y
Rawat en el afio 2017. El objetivo de este estudio fue comparar la técnica no
treponémica RPR con la técnica treponémica IC, el disefio utilizado fue de
campo, contemporaneo y multivariable. Las muestras se evaluaron en
simultdneo para anticuerpos anti-treponémicos por IC en fase sélida, RPR vy el
Ensayo de Absorcion de Anticuerpos Treponémicos Fluorescentes (FTA-ABS,
por sus siglas en inglés). Obteniendo como resultados de las 10.200 muestras
analizadas; una S de 93% y 66% para IC y RPR respectivamente, mientras
que la E fue de 66% para IC y de 83% en el caso de la técnica RPR. Se
concluyo que la IC es mejor para el cribado de donantes de sangre sanos por
su alta sensibilidad??. Dicha investigacién constituyé un sustento para el
presente evento de estudio, al describir valores de sensibilidad y especificidad
para las técnicas de RPR e IC.

El siguiente trabajo realizado por Zhamungui, Herrera, Landazuri y Vinueza
en el aflo 2017, lleva por titulo; Analisis de técnicas treponémicas y no
treponémicas en el tamizaje serolégico de sifilis, su objetivo fue analizar y

evaluar la eficacia de cuatro técnicas de tamizaje seroldgico. El disefio fue de
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campo, contemporaneo y multivariable, se estudiaron 1376 muestras para
comparar las técnicas de IC, VDRL, Electroquimioluminiscencia (ECLIA, por
sus siglas en inglés) y Microelisa con respecto al gold standard (FTA-ABS). Se
obtuvo una concordancia del 98,67% en las cuatro técnicas, el 63,16% de los
resultados discrepantes fueron generados por el VDRL, que alcanzé los
valores mas bajos de S y E, siendo estos de 69% y 45% respectivamente, en
contraste con la IC (S: 100%, E: 82%), ECLIA (S: 96%, E: 82%) y Microelisa
(S: 100%, E: 64%). Los autores demostraron asi la necesidad de reemplazar
el uso del VDRL con el empleo de técnicas basadas en nuevas tecnologias
para el tamizaje seroldgico de sifilis?®®. Dichos resultados, entre otros,
permitieron conocer los valores de sensibilidad y especificidad reportados por
la literatura para dos de las técnicas empleadas en esta investigacion, como
sonel VDRLYy la IC.

Por altimo, en un trabajo titulado: Seroprevalence of syphilis by VDRL test
and biological false positive reactions in different patient populations
(Seroprevalencia de sifilis por la prueba VDRL y reacciones biologicas falsas
positivas en diferentes poblaciones de pacientes), los investigadores
Patwardhan, Bhattar, Bhalla y Rawat en el afio 2016, tuvieron por objeto
determinar la seroprevalencia real de la sifilis y los falsos positivos en
diferentes grupos de pacientes. El disefio fue de campo, historico y univariable,
se analizaron 57.308 muestras utilizando la técnica de VDRL y los sueros
reactivos fueron confirmados con el TPHA. En los resultados se determiné una
seroprevalencia de sifilis de 1,27% por la técnica de VDRL, con una tasa de
falsos positivos de 0,14%, ya que, de 733 muestras reactivas, 81 fueron falsos
positivos, produciéndose estos con una frecuencia del 11% del total de las
muestras positivas. A partir de los resultados mencionados se concluy6 que
incluso cuando la seroprevalencia de sifilis es baja, la frecuencia de los falsos
positivos llama la atencién?’. Esta investigacion proporcioné un indicio de que
el VDRL posee una alta tasa de falsos positivos, lo cual resulta alarmante pues

es la principal técnica utilizada en el pais para el cribado de sifilis.
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Antecedentes Histdricos

Ya conociendo algunas investigaciones recientes sobre el diagndstico de
sifilis y las técnicas utilizadas para ello, especificamente en lo que respecta al
rendimiento o desempefio de los tests treponémicos y no treponémicos, es
importante tener conocimiento del origen de su agente etioldgico. Aunque ya
se sabia sobre la infeccion, se desconocia su agente causal y no fue sino hasta
marzo del aflo 1905 cuando Fritz Schaudinn y Erich Hoffman describieron la
relacion entre la bacteria Treponema pallidum con la sifilis?8, demostrando la
presencia del microorganismo en una muestra obtenida de una péapula
erosionada en la vulva de una mujer con sifilis secundaria. EI examen se
realiz6 en un microscopio Zeiss, en el que observaron varios microorganismos
en espiral muy delgados y claros, de alli surge su primer nombre Spirochaetta
pallida. Posteriormente, en octubre del mismo afo se le cambia el nombre a
Treponema pallidum?°,

Afos mas tarde, se hace necesaria la invencion de técnicas serolégicas
que evidenciaran la presencia del microorganismo, entre dichas técnicas se
encuentra el test VDRL, desarrollada por Harris, Rosenberg y Riedel en 1946.
Ellos realizaron una serie de experimentos para crear una técnica que fuera
estandarizada, reproducible, rapida y con una sensibilidad y especificidad
adecuada, utilizando diferentes combinaciones de antigenos de cardiolipina,
colesterol y lecitina, hasta encontrar la mas apropiada. Para realizar la prueba
agregaron el antigeno al suero calentado y la reaccion obtenida fue comparada
con las técnicas existentes para la época, encontrando valores de sensibilidad
satisfactorios, con resultados semejantes a los de la técnica Kahn estandars°.

Otro de los tests creados para el cribado de pacientes con sifilis fue la RPR,
por el Dr. John Brewer en mayo de 1961. El Dr. Brewer mezclé el suero del
paciente con el antigeno de VDRL, pero con la variante de que el mismo
contenia particulas de carbono secadas en cartulinas blancas recubiertas de

plastico. Dentro de las ventajas de esta prueba se incluyen; el uso de
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materiales desechables, el hecho de que la muestra a analizar no requiere
calentamiento y se realiza sin aparatos de laboratorio, excepto por la
centrifuga. La técnica reunia algunas de las caracteristicas deseadas para una
técnica de tarjeta, como lo es la suspension estable de antigenos, el rapido
rendimiento y el elevado nivel de sensibilidad. Es asi como la técnica de la
RPR, surge de la colaboracion del Laboratorio de Investigacion de
Enfermedades Venéreas del Servicio de Salud Publica con el Dr. Brewer, al
realizarle algunas modificaciones al formato de VDRL.

Otro formato de prueba que se implement6 a través de los afios para el
diagnéstico de sifilis fue la IC, también conocida como Inmunoensayo de Flujo
Lateral (LFIA, por sus siglas en inglés), la cual fue propuesta por primera vez
en el afio 1959 por la biofisica Rosalyn S. Yalow y el médico endocrinélogo
Solomon A. Berson, quienes utilizaron un papel parafinado con el fin de
determinar la presencia de insulina en plasma sanguineo3!. Con el pasar de
los afios, se fueron incorporando mejorias a la prueba para poder disminuir el
tiempo de reaccién y aumentar su especificidad y practicabilidad®?; ademas el
papel fue sustituido por membranas de nitrocelulosa donde se encuentran los
anticuerpos y/o antigenos especificoss?.

El uso que principalmente impulsé al desarrollo de estas pruebas rapidas
fue la deteccion de la hormona gonadotropina corionica humana, por la
necesidad de realizar un diagndstico médico rapido®?. De igual forma se amplié
la aplicacién de esta prueba a diversos analitos, incluidos los anticuerpos anti-
treponémicos para el diagnostico de sifilis, esto lo consiguieron al utilizar
antigenos recombinantes de T. pallidum unidos a particulas de oro coloidal,
que interactdan con los anticuerpos en la muestra del paciente. De esta forma
se obtuvo una prueba simple, rapida y especifica para el diagnostico de

sifilis3t,
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Bases Tedricas

Aproximacion Teorica sobre el Inmunodiagnostico

La interaccion que ocurre entre un antigeno con su anticuerpo especifico
es una relacién bimolecular analoga a la de una enzima y su sustrato, pero
difiere en que no habra una alteracién quimica irreversible en el anticuerpo ni
en el antigeno. La gran especificidad de las interacciones antigeno-anticuerpo
ha llevado en los dUltimos afios a la creacibn de diversas técnicas
inmunoldgicas que facilitan el diagnéstico de
numerosas enfermedades, dichas técnicas son denominadas técnicas de
inmunodiagnéstico o inmunoensayos32,

Es asi, como el inmunodiagnéstico se basa en evidenciar la reaccion
antigeno-anticuerpo como su principal medio de deteccion, esto debido a la
minuciosa especificidad de los anticuerpos por antigenos particulares, lo que
los convierte en reactivos muy valiosos para detectar, cuantificar y purificar
antigenos?©.

La creacion de nuevas técnicas de inmunodiagnéstico ha resultado
ventajosa, pues con el desarrollo de las mismas ha ido en aumento la
sensibilidad y especificidad en la deteccion de analitos de interés, permitiendo
hacer diagnosticos tempranos y mas certeros, monitorear el progreso de la
enfermedad al evaluar la variacion de los anticuerpos presentes en las
muestras de los pacientes o bien hacer seguimiento en la efectividad de un
tratamiento determinado??.

Existen distintas clasificaciones del inmunoanalisis, entre ellas destaca
aquella que lo divide en dos grandes grupos, los ensayos competitivos y los
no competitivos. Por otra parte, también se pueden clasificar en funcién del
marcador empleado, el cual puede dar lugar a una reaccién colorimétrica,

ultravioleta, fluorescente, quimioluminiscente, entre otras3*.
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Aproximacién Teodrica sobre los Parametros de Validez y Seguridad de
una prueba de Inmunodiagnostico

La confiabilidad de una técnica basada en el inmunodiagndstico depende
de ciertos parametros, siendo estos; sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo. La sensibilidad se define como
la probabilidad de verdaderos positivos que son correctamente identificados
por un test®. Es decir, la capacidad del test para detectar la enfermedad. Por
su parte, la especificidad es la probabilidad de verdaderos negativos
correctamente identificados por un test. Haciendo referencia entonces a la
posibilidad de que para un sujeto sano se obtenga un resultado negativo'.

El valor predictivo positivo es la proporcion de pacientes con un resultado
positivo en el test que son correctamente diagnosticados. En contraste, el valor
predictivo negativo es la proporcion de pacientes con un resultado negativo en

el test que son correctamente diagnosticados?3.

Aproximacion Teorica sobre la RPR como técnica diagnoéstica de la

infeccidén por Treponema pallidum.

La técnica RPR se realiza para el cribado de sifilis y control de tratamiento
de pacientes con la infeccion confirmada®. El test utiliza una suspensién de
antigenos preparada con material lipoidal, capaz de interactuar con los
anticuerpos reaginicos en caso de estar presentes en la muestra del paciente®.
Ademas, contiene pequefias cantidades de carbon preparado, el cual permite
facilitar la visualizacion del entramado tridimensional, que se genera debido a
la formacion de los inmunocomplejos. Para este test, no es necesario inactivar
las muestras por calentamiento y se puede usar suero 0 plasma
indistintamente. Los resultados se reportan como reactivos, en los cuales se
observara una aglutinacion macroscoépica de color negro o como no reactivos,
en los que solo se visualiza una mezcla homogénea de color grisaceo. Se

caracteriza por ser un test de rendimiento rapido y altamente sensible 4.
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Aproximacién Teorica sobre el VDRL como técnica diagnéstica de la
infeccion por Treponema pallidum

El VDRL es una técnica de floculacion para el diagnéstico de sifilis. Para
ello puede utilizarse como muestra el suero del paciente, que, de acuerdo con
el kit diagnéstico empleado, puede requerir ser inactivado por calentamiento o
LCR, el cual no requiere calentamiento. Ambas muestras son enfrentadas a
un antigeno compuesto por una solucion alcoholica incolora de cardiolipina,
colesterol y lecitina, que pondra en evidencia la presencia de anticuerpos
reaginicos®®. La floculacion en la mezcla, que ocurre como consecuencia de la
reaccion antigeno-anticuerpo, se puede reportar como reactivo, mientras que
la ausencia de la misma significa no reactivo. Es importante destacar que el
reporte de los resultados es subjetivo, porque depende de la experiencia del
personal clinico®.

Algunas de las ventajas de la técnica VDRL, es la rapidez, su economia y
la facilidad de realizarla. Sin embargo, es necesario que las muestras cumplan
ciertos requerimientos para ser procesadas, como en el caso del suero, el cual
no debe tener particulas que puedan interferir con la lectura, no debe estar
hemolizado ni extremadamente turbio. Por su parte, el LCR tampoco debe

tener restos de sangre ni contener particulas que interfieran en la reaccion®”.

Aproximacion Tedrica sobre la IC como técnica diagndéstica de la
infeccién por Treponema pallidum.

La IC es una técnica treponémica y cualitativa que se utiliza en la deteccion
de anticuerpos de distintos isotipos tales como: IgM, IgG e IgA contra T.
pallidum. La tira reactiva esta formada por una membrana de nitrocelulosa,
que tiene en un extremo una superficie absorbente donde ocurre el contacto
con la muestra. La misma se desplaza a través de la membrana hasta alcanzar
una regioén la cual se encuentra precubierta con antigenos recombinantes de
T. pallidum, a su vez estos antigenos estan conjugados con particulas de oro

coloidal con el fin de dar color a la reaccion. Ademas, estan presentes
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conjugados libres que seran reconocidos por los anticuerpos de la linea de
control®®,

Si los anticuerpos anti-treponémicos estan presentes en la muestra del
paciente, estos se unen al antigeno recombinante formando un
inmunocomplejo que es soluble, el cual se va a desplazar hasta la region del
test en la que se encuentran anticuerpos especificos para un epitope distinto
del antigeno recombinante, capturando e inmovilizando el inmunocomplejo
formado, evidenciando asi la reaccién con la aparicion de una sefial visual
como una linea de color. Por su parte, los conjugados libres siguen con el flujo
lateral hasta llegar a la regidn de control, donde también se encuentran fijados
unos anticuerpos especificos para esas moléculas, por lo tanto, al entrar en
contacto se forma un inmunocomplejo de control, lo que permite la aparicion
de una linea de color que es indicativa de que el test es valido'’.

Para esta prueba se pueden utilizar distintas muestras dependiendo del kit
diagndstico utilizado, tales como: suero, plasma y sangre total obtenida por
venopuncion o puncién capilar. Los resultados se reportan como: positivo si se
evidencia la linea de color en la region del test y en la regién de control,
negativo si solo se evidencia la linea de color en la region de control e invalido
cuando no se evidencia color en la regién de control. Esta prueba presenta
multiples ventajas ya que es rapida, facil de realizar, permite dar al paciente
un diagnostico rapido para establecer un tratamiento oportuno y es la prueba

que se prefiere para el cribado de sifilis en los Centros de Atencién.’-38

Taxonomiay aspectos caracteristicos de Treponema pallidum:
Treponema pallidum pertenece al dominio Bacteria, filo Spirochaetota,
clase Spirochaetia, orden Spirochaetales, familia Treponemataceae, género
Treponema, especie Treponema pallidum subespecie pallidum?®, cuyas
dimensiones van de 0,1 a 0,2 um de diametro y de 6 a 20 um de longitud, con
extremos rectos puntiagudos en los que se incrustan tres flagelos

periplasmicos®. Estas espiroquetas no pueden cultivarse in vitro ya que
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presentan multiples limitaciones metabdlicas como la incapacidad de sintetizar
lipidos, nucledtidos y aminoacidos, ademas de la ausencia de enzimas para
realizar el ciclo de los acidos tricarboxilicos, como consecuencia el
microorganismo posee una alta dependencia de los nutrientes del
hospedador©,

Por ser una espiroqueta tan delgada es muy dificil visualizarla con los
microscopios opticos en muestras tefiidas con coloraciones tradicionales. Sin
embargo, se identifican con facilidad en el microscopio de campo oscuro o
empleando microscopia de fluorescencia cuando se encuentran en su forma
movil®.

La imposibilidad de cultivar a T. pallidum in vitro limita conocer algunos de
sus factores de virulencia. A pesar de esta limitacion, se ha descrito que tiene
una serie de lipoproteinas adheridas a la membrana citoplasmatica bacteriana,
pero no todas estas se exponen en la membrana externa, por lo que no
presenta antigenos especificos de especie en la superficie celular y esto le da
la capacidad de eludir al sistema inmunitario®.

Aunado a esto, como parte de los mecanismos utilizados por la bacteria
para resistirse a la fagocitosis, se encuentra su capacidad de union con la
fibronectina del hospedador, lo que le permite interactuar con los tejidos del
mismo, provocando la ruptura de las membranas celulares y por lo tanto la
liberacién de sustancias lipidicas como la cardiolipina, colesterol y lecitina,
reconocidas como DAMPs gque inducen la respuesta inmune*. Sin embargo,
considerando que el estudio del genoma de esta espiroqueta ha sido dificil,
gran parte de la informacion descrita se basa en extrapolaciones al comparar

genes gue se encuentran en otras bacterias patégenas'.
Infeccion por Treponema pallidum:

T. pallidum es el agente causal de la sifilis!, para el desarrollo de esta

infeccion el periodo de incubacién oscila entre los 10 a 90 dias, con un
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promedio de 21 dias*?. Entre las principales vias de transmision se incluyen la
exposicion sexual o por transmision vertical durante el embarazo?°.

La sifilis puede causar diversas manifestaciones clinicas durante los
primeros 3 afios, entrando en una etapa latente que pudiese avanzar hasta la
etapa terciaria. A causa de que las lesiones sifiliticas muchas veces son
asintomaticas y/o pueden aparecer en areas del cuerpo donde no son
observadas con facilidad, no todas las personas que la padecen presentan las
manifestaciones clasicas de las etapas clinicas de la infeccién. Estas etapas
son conocidas como: primaria, secundaria, latente y terciaria. La sifilis primaria
refiere la aparicion de una lesion inicial en el sitio de inoculacion, en esta la
principal manifestacion clinica es la presencia de una papula indolora, solitaria,
endurecida y de base limpia, la cual luego se erosiona para convertirse en una
Ulcera indolora con bordes elevados conocida como chancro sifilitico. Este
chancro resulta un foco local para la multiplicacion del microorganismo, el cual
puede alcanzar el resto del cuerpo por el sistema circulatorio. Ademas, la
mayoria de los pacientes presentan linfadenopatia®+3.

Simultdneamente o después de la desaparicién del chancro, comienza la
etapa secundaria, la cual resulta de la diseminacion hematdgena de la
infeccion*243, En esta etapa las manifestaciones clinicas incluyen malestar
general, cefalea, fiebre baja y erupciones maculopapulares que inician en el
tronco con posterior diseminacion en hombros, brazos, pecho, espalda,
palmas de las manos y plantas de los pies, las cuales son conocidas como
sifilides*!. También pueden aparecer lesiones en los pliegues cutaneos y en
las mucosas denominadas condiloma lata®. Si la persona no es tratada, entra
en el periodo latente caracterizado por la ausencia de las manifestaciones
clinicas y puede durar varios afios*?.

En algunos casos, los pacientes sin ser tratados evolucionan hasta un
estadio terciario, esta etapa generalmente se presenta varios afios después
de la infeccion. Entre los sintomas mas comunes de esta fase se encuentran

dificultad en la coordinacion del movimiento, paralisis, entumecimiento,
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ceguera y demencia, dado que en este punto T. pallidum puede invadir
cualquier sistema. En el caso del sistema cardiovascular produce sifilis
cardiovascular, en el sistema nervioso origina neurosifilis y sifilis gomosa a
nivel cutdneo y 6seo. Durante esta fase el nimero de espiroquetas desciende
radicalmente por lo que la transmision sexual de la infeccion en este punto es

casi nula®?.

Epidemiologia de la infeccion causada por Treponema pallidum:

Como se menciond anteriormente, la infeccion causada por T. pallidum, es
considerada un problema de salud publica a nivel mundial, que se hace mas
notorio en las areas de bajos y medianos ingresos*®, siendo estas donde la
infeccion se desarrolla de manera exagerada ya que tienen acceso limitado a
los sistemas de salud*:. Sin embargo, a partir del 2016 se ha descrito un
aumento de los casos en paises de altos ingresos como los pertenecientes a
la Unién Europea, Estados Unidos, Canada y Australia, con cifras alarmantes
en ciertos subgrupos poblacionales?.

En la actualidad la red de hombres que tienen sexo con hombres (HSH),
personas privadas de libertad, los trabajadores sexuales y sus clientes, los
migrantes, asi como las personas adictas a drogas intravenosas y sus parejas,
son la poblacibn mayormente afectada. Ademas, se asocia frecuentemente
con co-infeccién o co-transmisién con el Virus de Inmunodeficiencia Humana
(VIH)#%47_ Por otro lado, el aumento de los casos de sifilis en mujeres en edad
fértil se ha visto reflejado en el incremento de sifilis congénita, lo que ha
ocasionado a su vez un aumento de la mortalidad infantil.

Una de las razones por las cuales disminuy6 la incidencia de la infeccion
en la década de los 40 fue por la implementacién de la penicilina, sin embargo,
se ha descrito un resurgimiento desde 1980 que se ha ido intensificando?4345,
Segun los ultimos datos obtenidos por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) para el afio 2020 se reportdo un promedio de 7,1 millones de casos

nuevos por afo®. Es importante destacar que, las cifras de incidencia y
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prevalencia varian segun la ubicacion geografica?, siendo las regiones del sur,
sudeste y este de Asia incluidas India y China las poblaciones con los cambios

mas drasticos en cuanto a la epidemiologia de sifilis*’.

Respuesta Inmunoldégica frente a Treponema pallidum:

Una vez que el microorganismo es inoculado sobre las mucosas o la piel
durante el contacto sexual, se desarrolla la sifilis, pues al unirse la membrana
extracelular de la bacteria con las células del hospedero se da el paso inicial
de la infeccién®. No obstante, la interaccion entre T. pallidum y las células no
se registra Unicamente durante el proceso de invasion, sino que también la
bacteria posee una gran cantidad de lipoproteinas capaces de activar a
representantes del sistema inmunoldgico como los macréfagos y las células
dendriticas (DC), por medio de las vias de sefializacion dependientes de los
receptores tipo Toll 2 (TLR-2). Es por ello que se piensa que esas lipoproteinas
constituyen patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS) que son
los principales agonistas pro-inflamatorios en la sifilis®'. Sin embargo, dichos
PAMPs se encuentran por debajo de la membrana externa, por lo que no son
de facil contacto para los TLR u otros receptores de reconocimiento de
patrones (PRRS) presentes en los monocitos, macréfagos y DC, lo que explica
la ausencia de los sintomas inflamatorios que son caracteristicos de la
sifilis®0:52,

En este sentido, al eludir a la inmunidad innata la bacteria puede replicarse
y diseminarse por todo el organismo. No obstante, al aumentar la cantidad de
espiroquetas, una pequefia proporcion de microorganismos son englobados
por DC especificas del tejido, las cuales viajan a los ganglios linfaticos para
presentar los antigenos treponémicos a los linfocitos T y B virgenes y que asi
ocurra la diferenciacién y migracion de los mismos al lugar de la infeccion®2.
Es asi como, las DC actian como puente entre la inmunidad innata y la
inmunidad adaptativa®. Como consecuencia de la generaciéon de una

respuesta inmune adaptativa, se evidencia la formacion de anticuerpos
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opsonicos, los cuales facilitan la degradacion de las espiroquetas y permiten
qgue los PAMPs treponémicos entren en contacto con los PRRs de la vacuola
fagocitica, desencadenando su activacion. A pesar de esto, motivado a la baja
cantidad de proteinas integrales de la membrana externa (OMP) de la bacteria
y la escasa respuesta de anticuerpos que se producen, disminuye la
factibilidad de que los anticuerpos anti-treponémicos que actlan contra la
membrana bacteriana, puedan por si solos controlar la infeccion®.

Por otra parte, a causa de la diseminacion y multiplicacion de T. pallidum a
otros tejidos, se induce un infiltrado celular inflamatorio, cuyos protagonistas
incluyen a los macroéfagos, linfocitos T CD4* y CD8" y células plasmaticas,
acompafadas de distintos grados de inflamacién y proliferacion de células
endoteliales. Ademas, la produccién de interferén y (IFN- y) por las células T
activadas aumenta la capacidad que tienen los macrofagos de internalizar y
degradar las espiroquetas, lo que incrementa la produccién de citocinas pro-
inflamatorias. Por consiguiente, la respuesta inflamatoria producida promueve
el dafio tisular dando lugar a las manifestaciones clinicas®’, asi como a la
liberacién de sustancias lipidicas (cardiolipina, colesterol y lecitina), que son
reconocidas como DAMPs. Estos Ultimos promueven la produccion de
anticuerpos anti-lipoidales de tipo IgM e IgG o también conocidos como

anticuerpos reaginicos*°.

Evasion de la Respuesta Inmune:

Como se ha descrito, T. pallidum tiene la capacidad de eludir
extraordinariamente las respuestas celular y humoral del hospedero,
permaneciendo en el organismo durante muchos afios y haciendo que la
infeccion avance a etapas tardias. El microorganismo tiene diversos
mecanismos para pasar desapercibido, uno de ellos es que posee un grupo
de proteinas de membrana denominadas proteinas de repeticion de T.
pallidum (Tpr). Presumiblemente la proteina TprK es la que principalmente le

da la capacidad de evadir el sistema inmune, al otorgarle variabilidad
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antigénica en siete regiones que se supone son bucles extracelulares los
cuales guardan epitopes de células B®*°,

Ademas, la espiroqueta tiene una exclusiva arquitectura molecular, la cual
le confiere una baja antigenicidad®. Otro aspecto importante, es que tiene la
capacidad de recubrirse con proteinas u otras sustancias propias del
hospedador, como la fibronectina, inmunoglobulinas de tipo IgG, glucosay la
transferrina. Para ello utiliza moléculas conocidas como la proteina TpN83
encargada de adsorber fibronectina, también esta la lipoproteina GIpQ
(glicerofosfodiester fosfodiesterasa) la cual es capaz de unirse a la fraccion
constante (Fc) de las IgG, permitiendo que las inmunoglobulinas cubran la
célula microbiana y oculten algunos epitopes que serian reconocidos en
condiciones normales por el sistema inmunitario. Asimismo, la TpN3 asemeja
un receptor de glucosa por lo que la captacion de glucosa del hospedero ayuda
a cubrir la bacteria y el carbohidrato ingresaria al citoplasma bacteriano sin
haber interaccion entre la fraccion variable (Fab) de las inmunoglobulinas con
la superficie bacteriana®.

A pesar de lo descrito previamente, el mecanismo exacto por el cual T.
pallidum elude la respuesta inmune del organismo aun no ha sido
completamente dilucidado, debido a la incapacidad de poder cultivarla in vitro.
Es importante destacar, que por todo lo antes mencionado al microorganismo

se le conoce como el “patdgeno sigiloso™°.

Diagnostico de la infeccién:

Para demostrar la presencia de T. pallidum en el organismo, existen
diversas técnicas diagnosticas que van desde la microscopia de campo oscuro
y el diagndstico seroldgico, hasta las Ultimas tecnologias desarrolladas por la
biologia molecular. El diagnostico directo se realiza a través de la microscopia
de campo oscuro o0 por técnicas especiales de tincion fluorescente de
exudados cutaneos ricos en espiroquetas, pero estas técnicas han caido

francamente en desuso dado que son mas las desventajas que las ventajas
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de las mismas®. En consecuencia, el diagnéstico indirecto (seroldgico) ha ido
tomando fuerza a través de los afios, siendo actualmente el método mas
utilizado en la determinacion de la infeccion por T. pallidum’. Sin embargo, no
se puede dejar a un lado la importancia del diagndstico molecular, a través de
la utilizacion de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que
es la mas eficiente para confirmar la presencia de la bacteria®.

Con respecto al diagnostico seroldgico, se ha establecido que los tests
empleados para la deteccion de sifilis se dividen en dos grupos, NTTsy TTs.
Los NTTs determinan anticuerpos anti-lipoidales de tipo IgM e 1gG, producidos
en respuesta al material lipoidal liberado por el dafio tisular. En esta categoria
se encuentran las técnicas: VDRL, RPR y el test del suero no calentado y rojo
de toluidina (TRUST, por sus siglas en inglés), siendo las dos primeras las mas
frecuentemente utilizadas’®. Para realizar estos tests es recomendable
esperar de 10 a 15 dias después de la aparicién de una lesion primaria, de lo
contrario el andlisis puede resultar negativo. Tanto el VDRL como la RPR
utilizan como antigenos soluciones alcohdlicas con volumenes determinados
de cardiolipina, colesterol y lecitina’®, que al enfrentarse a las muestras
provenientes de los pacientes y en ellas estar presentes los anticuerpos anti-
lipoidales, se formaran los inmunocomplejos®*.

Existen varias diferencias entre ambas técnicas, el VDRL necesita de un
microscopio para observar el entramado tridimensional ya que se forma una
floculacion en caso de estar reactivo. También, como muestra se utiliza suero,
gue dependiendo de las caracteristicas de la prueba puede requerir ser
calentado, para eliminar las proteinas del complemento que puedan interferir
en el resultado, o también puede evaluarse el LCR?®. Por su parte, en la técnica
de RPR se forma una aglutinacion, por lo que el uso del microscopio no es
necesario, ademas el antigeno posee particulas de carbon marcado, que
facilitan la visualizacién. Se puede utilizar suero o plasma que no requieren

calentamiento porque la solucién alcohdlica contiene cloruro de colinay EDTA
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gue inactivan las proteinas del complemento. En ambos casos los resultados
son subjetivos y se necesita de personal capacitado4.

Puesto que los anticuerpos anti-lipoidales no son exclusivos de la sifilis,
para confirmar resultados no treponémicos positivos es necesario la
realizacion de TTs, que permiten detectar anticuerpos especificos frente a T.
pallidum. Los resultados de los TTs son positivos de 6 a 14 dias después de
la aparicion del chancro primario y por su alta sensibilidad permiten
diagnosticar la sifilis temprana que no se detecta con los NTTs. Dentro de
estos se encuentran: el FTA-ABS, Micro TPHA, TPHA, la aglutinacion pasiva
de particulas de T. pallidum (TPPA, por sus siglas en inglés) y la IC89,

Actualmente existen dos algoritmos utilizados para el diagnéstico de sifilis:
el algoritmo tradicional y el algoritmo serolégico de secuencia inversa®®. Por
un lado, el algoritmo tradicional utiliza un NTT como la RPR o VDRL y se
confirma un resultado positivo con un TT. Por otro lado, el algoritmo inverso
emplea en primer lugar un TT, como CLIA o un inmunoensayo enzimatico (EIA,
por sus siglas en inglés) y confirma los resultados positivos con un NTT, en
caso de haber discrepancia entre los tests, se realiza un segundo TT,
comunmente el TPPA para confirmar el resultado®%>,

La eleccion de alguno de los algoritmos va a depender de distintos criterios,
presentando cada uno ciertas ventajas y limitaciones. En cuanto al algoritmo
tradicional, se considera menos sensible y va a depender de la experiencia del
operador en la interpretacion de los NTTs; del mismo modo, el efecto prozona
puede intervenir en los resultados, dando lugar a falsos negativos, asi como
también pacientes que se encuentren en fases tempranas de la infeccion o en
sifilis latente. Sin embargo, este algoritmo es preferido en los laboratorios de
recursos limitados dado su bajo costo3%7,

Por el contrario, el algoritmo inverso es utilizado en laboratorios con
grandes volumenes de muestras, ya que requiere menos mano de obra con
tiempos de deteccion rapidos, dado que los TTs admiten formatos

automatizados; ademas son mas sensibles en estadios tempranos de la
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infeccion, asi como en la sifilis latente®’. La desventaja de este algoritmo, es
que en poblaciones de alta prevalencia pueden presentarse falsos positivos®®.
De hecho, una recomendacion emitida por la OMS es aplicar el algoritmo
inverso en el cribado de sifilis en poblaciones de baja prevalencia como los
donantes de sangre?, esto debido a que el uso de pruebas con baja
especificidad puede dar lugar a falsos positivos que pueden causar
preocupacién en esas poblaciones y generar mayores costos®®,

Tomando en consideracion lo antes descrito para cada algoritmo, la
eleccion de un NTT o un TT como primera prueba para el cribado debe basarse
en variables como la prevalencia local, el volumen de trabajo del laboratorio

clinico, los equipos de los que se dispone y el presupuesto correspondiente®®.
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Definicion Operacional de Términos

Sifilis:

Es una infeccion con afectacién sistémica, de evolucién crénica, cuyo
agente causal es la bacteria Treponema pallidum. Sus principales mecanismos
de transmisién son el contacto sexual sin proteccién y la transmision vertical.
Antigeno:

Toda sustancia quimica (casi siempre ajena) que se une a un anticuerpo o
a un receptor de célula T, siendo capaz de inducir una respuesta inmunitaria
especifica y de reaccionar con sus elementos!®33,

Anticuerpo:

Molécula glucoproteica producida por los linfocitos B, también llamada
inmunoglobulina, que se une a los antigenos con un elevado grado de
especificidad y de afinidad. La unidad estructural basica de un anticuerpo esta
compuesta por dos cadenas pesadas idénticas y otras dos cadenas ligeras
idénticas?.

Anticuerpo reaginico:

Se denominan anticuerpos reaginicos a los anticuerpos no-treponémicos o
anticuerpos anti-lipoidales, que se generan en respuesta a los derivados
tisulares productos del dafio ocasionado durante el proceso de invasion
bacteriana. Estos anticuerpos, no son exclusivos de la sifilis y también son
producidos en otras enfermedades infecciosas®.

Inmunocomplejo:

Complejo multimolecular constituido por las moléculas del anticuerpo que
llevan ligado un antigeno. Como cada anticuerpo tiene un minimo de dos sitios
de unién al antigeno son polivalentes, por lo tanto, los inmunocomplejos

pueden variar mucho de tamafio*°.
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Aglutinacion:

Interrelacion de los anticuerpos con los antigenos que se encuentran en la
superficie o forman parte de la membrana de un microorganismo, de células o
de particulas inertes®°.

Microaglutinacion o floculacion:

Reaccion de aglutinacion que pone en evidencia la union antigeno-
anticuerpo, la cual se realiza utilizando pequefios volimenes de reactivo y no
se observa a simple vista por lo que se requiere el empleo de un microscopio®°.
Cromatografia

Técnica biofisica que permite la separacion, identificacion, purificacion,
cuantificacion, calificacion y determinacion de los componentes de una
muestra. Este procedimiento consta de una fase estacionaria que suele ser un
sélido y una fase movil que puede ser un liquido o gas y corre a través de una
superficie®?,

Inmunocromatografia

Es una técnica de inmunodiagndéstico que combina la cromatografia con las
reacciones inmunoquimicas. Permiten detectar anticuerpos o antigenos
presentes en una muestra. En la actualidad el formato mas utilizado es el de

tira reactiva®?.
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Operacionalizacion del Evento de Estudio

Tabla N°1. Operacionalizacion del evento de estudio:

Diagnostico de Sifilis

Evento de estudio

Definicion conceptual
¢qué es?

Definicién operacional
,como se mide?

Diagnostico de Sifilis

Consiste en poner en
evidencia la presencia
de la bacteria
Treponema pallidum, la
cual es el agente causal
de la sifilis, a través de

Se utilizan diferentes
métodos como:
> El analisis directo de

los exudados de
lesiones  cutaneas,
utilizando

microscopia de
campo OScuro O
técnicas especiales
de tincion

fluorescente.
» Pruebas serologicas
gque pueden ser no

diversas técnicas L
) P treponémicas gue
diagnosticas. i
miden los
anticuerpos
reaginicos y
treponémicas gue
evallan los
anticuerpos anti-
treponémicos.
Dimensiones Indicadores
» Andlisis Directo:
Presencia o]
ausencia de
. L L. Treponema
» Diagnostico P
2. pallidum.
positivo para
Sifilis.
» Pruebas
) . Serologicas:
» Diagnostico o
. Presencia (o]
negativo para )
ausencia de
Sifilis. !
anticuerpos

reaginicos o anti-
treponémicos.

Fuente: Elkhoury AJ, Gutiérrez AG, Bahsas RC, 2023.
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Tabla N°2. Operacionalizacion del Criterio de Analisis:

Técnica Reagina Plasmatica Rapida

Criterio de analisis

Definicion conceptual
squé es?

Definicion
operacional
..como se mide?

Técnica Reagina
Plasmatica Réapida

Es unatécnica seroldgica que se
fundamenta en el
inmunodiagnostico y se basa en
el principio de aglutinacion. Esta
prueba utiliza como antigeno
una solucion alcohodlica que
contiene particulas de
cardiolipina, colesterol y lecitina
gue van a unirse con los
anticuerpos reaginicos, ademas
contiene particulas de carbéon
preparado para ayudar a la
visualizacion de los resultados.
Se puede usar como muestra al

A través de la
formacion de
entramados
tridimensionales
producto de Ila
formacion de
complejos
antigeno-
anticuerpo, que se
observaran como
una aglutinacion
macroscopica.

suero o] el plasma
indistintamente.
Dimensiones Indicadores

» Reactivo.

» No Reactivo.

» Aglutinacion macroscopica
de color negro.

» Mezcla homogénea de color
grisaceo.

Fuente: Elkhoury AJ, Gutiérrez AG, Bahsas RC, 2023.
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Tabla N°3. Operacionalizacion del Criterio de Analisis:

Técnica Venereal Disease Research Laboratory

Criterio de analisis

Definicion conceptual
squé es?

Definicion
operacional
..como se mide?

Técnica Venereal
Disease Research
Laboratory

Es unatécnica seroldgica que se
fundamenta en el
inmunodiagnostico y se basa en
el principio de floculacion. Esta
prueba utiliza como antigeno
una solucion alcohodlica que

contiene particulas de
cardiolipina, colesterol y lecitina
gue van a unirse a los
anticuerpos  reaginicos. Se

puede usar como muestra LCR'y
suero.

A través de la
formacioén de
entramados
tridimensionales
producto de Ila
formacioén de
complejos
antigeno-
anticuerpo, que se
observaran como
una aglutinacion
microscopica.

Dimensiones

Indicadores

» Reactivo.

» No reactivo.

» Aglutinacion
microscopica.

» Ausencia de aglutinacion.

Fuente: Elkhoury AJ, Gutiérrez AG, Bahsas RC, 2023.
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Tabla N°4. Operacionalizacion del Criterio de Analisis:

Técnica Inmunocromatografia

Criterio de analisis

Definicion conceptual
¢,qué es?

Definicion
operacional
,como se mide?

Técnica
Inmunocromatografia

Es una técnica serolégica que
se fundamenta en la
cromatografia de flujo lateral.
Consiste en una membrana de
nitrocelulosa que contiene
antigenos recombinantes de T.
pallidum conjugados con oro
coloidal, dichos antigenos se
unen a los anticuerpos anti-
treponémicos presentes en la
muestra del paciente. Se puede
usar como muestra suero,
plasma o sangre total.

A través de la
union de los
anticuerpos anti-
treponémicos con
los antigenos
conjugados con
oro coloidal,
dando lugar a la
formacion de
inmunocomplejos
que se
evidenciaran con
la aparicion de
una banda de
color visible.

Dimensiones

Indicadores

> Positivo.

> Negativo.

» Invalido.

» Dos bandas de color,
una en la region de
control y otra en la
region de test.

» Una banda de color en
la region de control.

> No se observa banda de
color o solo se observa
una en la regién de test.

Fuente: Elkhoury AJ, Gutiérrez AG, Bahsas RC, 2023.
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Objetivos

Objetivo General:

Comparar el desempefio de las técnicas Reagina Plasmatica Rapida,
Venereal Disease Research Laboratory e Inmunocromatografia para el
diagnéstico de sifilis en estudiantes universitarios del area de la salud de la
Universidad de Los Andes, en el periodo comprendido entre abril y mayo de
2023.

Objetivos Especificos:

e Detectar la presencia de anticuerpos reaginicos mediante la técnica
Reagina Plasmatica Rapida, en muestras de suero de estudiantes
universitarios del area de la salud.

e |dentificar la presencia de anticuerpos reaginicos mediante la técnica
Venereal Disease Research Laboratory, en muestras de suero de
estudiantes universitarios del area de la salud.

e Diagnosticar la presencia de anticuerpos anti-treponémicos mediante la
técnica Inmunocromatografia, en muestras de suero de estudiantes
universitarios del area de la salud.

e Contrastar el rendimiento de las técnicas RPR, VDRL e IC en
correspondencia con los parametros de validez y seguridad; sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo, para el

diagndstico de sifilis en estudiantes universitarios del area de la salud.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de Investigacion

La presente investigacion fue de tipo analitica y comparativa pues se
analizé y contrasté el desempefio de tres formatos de pruebas para la

deteccion de sifilis.

Disefio de Investigacion

En este estudio el disefio se categorizé como de campo, contemporaneo,
transversal y multivariable. De campo dado que las muestras se recolectaron
en su ambiente natural. Asimismo, fue contemporaneo y transversal porque se
obtuvieron en el presente con una Unica medicion. Finalmente, fue
multivariable considerando que se hizo el contraste de los parametros de

validez y seguridad de cada prueba.

Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

La unidad de investigacion estuvo constituida por estudiantes universitarios
de tres escuelas del area de la salud; Escuela de Bioandlisis, Escuela de
Farmacia y Escuela de Medicina, todas pertenecientes a la Universidad de Los
Andes.

Seleccion del Tamafio Muestral

Para el desarrollo de la presente investigacion, la muestra se obtuvo por
muestreo probabilistico y especificamente estuvo representada por 28
estudiantes de cada una de las escuelas mencionadas, para un total de 84

estudiantes. Se incluyeron en el estudio a todas aquellas personas que
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mostraron disposicion a participar en el mismo, sin criterios particulares de

inclusién o exclusion.

Procedimiento Metodologico

Recoleccion de la muestra

De conformidad con las normas de la Comision Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Los Andes, a cada participante se le explicé de
forma verbal la finalidad de la investigacion y en qué consistiria su
participacion, del mismo modo se les proporcioné un consentimiento informado
(Ver Anexo 1), posteriormente se llené una Ficha de Recoleccion de Datos
(Ver Anexo 2), para recopilar informacién sobre aspectos sociodemogréficos
de los participantes. Seguidamente, se procedio a la obtencion de las muestras
de suero, las cuales fueron procesadas y analizadas en el Laboratorio de
Investigacion Parasitologica “Dr. Jesus Moreno R.” de la Facultad de Farmacia
y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, en el periodo comprendido entre
Abril y Mayo de 2023.

De cada participante se obtuvo una muestra de 6 cc de sangre venosa a
partir de una via periférica, la cual fue dispensada en un tubo de ensayo sin
anticoagulante. Todos los tubos fueron centrifugados a 3000 r.p.m. durante 5
minutos y a temperatura ambiente. Seguidamente, el suero fue dispensado en
tubos debidamente identificados, que se almacenaron a 4°C hasta su

procesamiento (Figura N°1).
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Figura N°1. Procedimiento para la recoleccién de la muestra.

Deteccion de la presencia de anticuerpos reaginicos mediante la técnica
RPR:

De acuerdo con las indicaciones del proveedor; Rodelg Laboratorios (Ver
Anexo 3), se dispensaron 50 pL de cada una de las muestras sobre los circulos
de la tarjeta de reaccion, garantizando la distribucion uniforme de toda la
muestra. Consecutivamente, se adiciono en el centro de cada circulo una gota
del reactivo provisto por el kit comercial. Dicho reactivo se constituia por una
suspension de antigenos de Cardiolipina, Colesterol y Lecitina, adsorbidos
sobre particulas de carbon y especialmente tratados en buffer fosfato con
Cloruro de Colina. Luego, se procedidé a hacer rotar horizontalmente la tarjeta
de reaccion empleando para ello un agitador rotatorio a 100 r.p.m. durante 8
minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se observo la presencia o ausencia
de aglutinacion (Figura N°2). Es importante acotar que los controles Positivos
y Negativos fueron procesados de la misma manera que cada muestra

problema. Finalmente, los resultados se interpretaron de la siguiente manera:
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. Reactivo: Presencia de aglutinacién macroscépica en forma de
grumos negros sobre el fondo claro. Esto es indicativo de que
existen anticuerpos reaginicos o anti-lipoidales en la muestra.
Dicha interpretacion es equivalente a un resultado positivo.

. No Reactivo: Aspecto gris homogéneo que indica ausencia de
anticuerpos reaginicos o anti-lipoidales en la muestra. Dicha
interpretacion es equivalente a un resultado negativo.

Se dispensaron 50ul de la muestra Se adiciond 1 gota del reactivo en
sobre la tarjeta de reaccién el centro de cada circulo

NS e B
A

Se roté la tarjeta de reaccién en un
agitadora 100 r.p.m. x8min

Reactivo Se observo lareaccion No reactivo

Figura N°2. Esquema de la deteccién de anticuerpos reaginicos
mediante la técnica RPR.

Identificacién de la presencia de anticuerpos reaginicos mediante la
técnica VDRL:

Para esta técnica se llevaron a cabo los pasos establecidos por el
proveedor; Wiener (Ver Anexo 4), los cuales se presentan a continuacion: Se
depositaron 50 pL de cada muestra de suero a ensayar sobre circulos distintos

de una placa de vidrio especializado para este tipo de prueba. Seguidamente,



se adicionaron 20 pL de la suspension de antigeno VDRL incluida en el kit
comercial. Esta suspension contenia una mezcla de Cardiolipina, Colesterol y
Lecitina. Cabe destacar que durante la realizacion del ensayo, los controles
Positivos y Negativos fueron tratados igual que las muestras problema. Luego,
se procedié a mezclar con la asistencia de un agitador rotatorio durante 4
minutos, a una velocidad de rotacion de 180 r.p.m. Por ultimo, se observé cada
muestra en el microscopio 6ptico con el objetivo de 10X, con la intencion de
determinar la presencia o ausencia de aglutinacion inmediatamente después
de la agitacion (Figura N°3). La interpretacion de los resultados se realizé de
la siguiente manera:

. Reactivo: Si se observaban agregados grandes o medianos.

Esta interpretacion es equivalente a un resultado positivo.
. No Reactivo: En caso de no observarse ningun agregado. Esta

interpretacion es equivalente a un resultado negativo.

Se dispensaron 5oul de la muestra sobre la Se adiciond 1 gota de la suspensién
placa de vidrio especializado de antigeno de VDRL en cada circulo

\ o0
S — — :
% Dyspe?
x Vo
' l ~

Se roté la placa en un agitador durante 4 min a una
velocidad de 180 r.p.m.

Se observé lareaccion con ayuda del
microscopio dptico con el objetivo de 10X

No Reactivo Reactivo

Figura N°3. Esquema de la identificacion de anticuerpos reaginicos
mediante la técnica VDRL.
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Diagndstico de la presencia de anticuerpos anti-treponémicos mediante
la técnica IC:

Tal y como se describe en las instrucciones del proveedor; Egens (Ver
Anexo 5), se sumergio la tira reactiva en la muestra de suero durante 8 a 10
segundos, con el extremo que tiene marcada una flecha apuntando hacia la
muestra, sin exceder la linea maxima. Posteriormente, se coloco la tira sobre
una superficie limpia, seca y no absorbente. Se espero6 hasta que aparecieran
las bandas de color para validar la prueba con la linea en la regién de control;
la lectura se realiz6 dentro de los primeros 10 - 15 minutos sin superar los 20
minutos (Figura N°4). La interpretacion de los resultados dependié de la
presencia de las bandas de color en las distintas regiones de la tira reactiva, y
se llevé a cabo de la siguiente manera:

e Positivo: Si se visualizaban dos bandas de color, una en la region de
control y la otra en la region del test; lo cual indica que la muestra del
paciente contiene cantidades detectables de anticuerpos anti-
treponémicos.

e Negativo: Si se visualizaba solo una banda de color en la region de
control; esto indica que no hay una cantidad detectable de anticuerpos
anti-treponémicos en la muestra del paciente.

e Invalido: Si no se visualizaban bandas de color o solo aparecia una
banda coloreada en la region del test, por lo cual se descartaba la

prueba.
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Se sumergid la tira reactiva en el Se colocd la tira sobre una Alos 10 — 15min se realizé la

tubo contentivo de la muestra superficie seca y limpia lectura
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Figura N°4. Esquema del diagnostico de anticuerpos anti-treponémicos
mediante la técnica IC.

Disefio de Analisis

Para esta investigacion se aplico el analisis estadistico descriptivo, a las
variables categoricas se le calcularon distribuciones de frecuencias y
porcentajes simples, para las variables cuantitativas continuas se realizaron
medidas de tendencia central y variabilidad (media aritmética y desviacién)
presentadas en diagramas de caja y bigotes. Para el andlisis estadistico
inferencial, los datos de las pruebas se organizaron en tablas de doble entrada
y se determinaron las probabilidades de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo. Para evaluar la concordancia
entre los valores de las pruebas, se calcul6 el indice de Kappa de Cohen y el
estadistico x? de Pearson.

Los datos obtenidos fueron procesados de forma computarizada mediante
el software de SPSS (Stadistical Package for Social Sciences) para Windows

version 22 y Excel Microsoft Office para Windows version 2019.
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RESULTADOS

El presente estudio estuvo constituido por una cohorte de 84 estudiantes
de las Escuelas de Bioandlisis, Farmacia y Medicina de la Universidad de Los
Andes que mostraron disposicion por participar en la investigacion. Posterior
a la recopilacién de datos y la recoleccidén y procesamiento de muestras, la
informacion obtenida fue tabulada y analizada estadisticamente, obteniendo lo

siguiente:

En la muestra de estudiantes representada en la Tabla N°5, se puede
observar que la mayoria son del sexo femenino (60,7%), con una distribucion
de la edad que va desde los 18 a los 33 afios, con un promedio de 23,49 afios
y una baja dispersién de 3,247 afios alrededor del promedio.

Tabla N° 5. Sexo y edad en afios de los estudiantes de las
Escuelas de Bioanalisis, Farmacia y Medicina de la
Universidad de Los Andes en el afio 2023

Sexo Frecuencia Porcentaje
Femenino 51 60,7
Masculino 33 39,3
Total 84 100,0

Edad (Afos) Estadistico
Media 23,49
Desviacion tipica 3,247
Minimo 18
Maximo 33

Fuente: Ficha de Recoleccion de Datos, 2023.
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Por su parte, en la Tabla N° 6 para la variable de procedencia, la muestra
presenta una frecuencia mayor para la categoria del Estado Mérida (48,8%),
seguida del Estado Trujillo (15,5%) y el Estado Tachira (10,7%).

Tabla N° 6. Procedencia de los estudiantes de las
Escuelas de Bioanalisis, Farmacia y Medicina de la
Universidad de Los Andes en el ailo 2023

Procedencia Frecuencia Porcentaje
Mérida 41 48,8
Trujillo 13 15,5
Tachira 9 10,7
Barinas 8 9,5
Distrito Capital 2 2,4
Zulia 3 3,6
Bolivar 2 2,4
Portuguesa 1 1,2
Apure 1 1,2
Miranda 1 1,2
Amazonas 1 1,2
Falcon 1 1,2
Lara 1 1,2

Total 84 100,0

Fuente: Ficha de Recoleccion de Datos, 2023.
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En la Tabla N°7 se evidencia que los estudiantes provienen en el mismo
porcentaje de las Escuelas de Bioanalisis, Farmacia y Medicina con un valor
para cada escuela de 33,3% y en su mayoria esta cursando el primer semestre
0 afio con una frecuencia del 33,3% seguido del noveno semestre con un valor
de 20,2%.

Tabla N°7. Carreray semestre o afio que cursan los estudiantes de las
Escuelas de Bioanalisis, Farmacia y Medicina de la
Universidad de Los Andes en el afio 2023.

Escuela Frecuencia Porcentaje
Bioandlisis 28 33,3
Farmacia 28 33,3
Medicina 28 33,3
Total 84 100,0

Semestre o Afio Frecuencia Porcentaje
Primero 28 33,3
Segundo 7 8,3
Tercero 5 6,0
Cuarto 6 7,1
Quinto 7 8,3
Sexto 5 6,0
Séptimo 5 6,0
Octavo 3 3,6
Noveno 17 20,2
No indica 1 1,2

Total 84 100,0

Fuente: Ficha de Recoleccion de Datos, 2023.

Es importante resaltar que las variables reflejadas en las Tablas N°5, 6y 7
se analizaron solo para fines de conocer los datos sociodemogréaficos de la
muestra de estudio, pero no intervinieron ni se relacionaron de ninguna
manera con la comparacion del desempefio de las tres técnicas empleadas en

esta investigacion.
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En la Tabla N°8 se ve reflejado el rendimiento de los tests no treponémicos
en cuanto a los parametros de validez y seguridad. Tanto la especificidad
como el valor predictivo negativo para ambas pruebas fue del 100%.
Considerando que en la muestra estudiada no se obtuvo un resultado positivo,
es decir, no se detectaron anticuerpos reaginicos por ninguna de las pruebas
contrastadas, no aplico la determinacion de la sensibilidad y del valor
predictivo positivo.

Tabla N°8. Desempefio de los NTTs (RPRy VDRL) en estudiantes

de las Escuelas de Bioanélisis, Farmacia y Medicina
de la Universidad de Los Andes en el afio 2023

VDRL
Positivo Negativo Total S E VPP VPN
RPR Positiyo 0 0 0 N/A 100 N/A 100
Negativo 0 84 84
Total 0 84 84

Nota: S = Sensibilidad, E = Especificidad, VPP = Valor Predictivo Positivo,
VPN = Valor Predictivo Negativo.
Fuente: Datos Inéditos, 2023.

44



En las Tablas N°9, 10 y 11 se describen ademas de los parametros de
validez y seguridad, los estadisticos; Indice de Kappa de Cohen y x2 de
Pearson, los cuales se aplicaron con la finalidad de establecer el grado de
acuerdo entre los dos tests no treponémicos (Tabla N°9), el VDRL y la
Inmunocromatografia (Tabla N°10) y la RPR y la Inmunocromatografia (Tabla
N°11). Es importante acotar que los mencionados estadisticos ameritaron la
inclusion entre los resultados de la determinacion que se le realiz6 a un
paciente con serologia positiva conocida, cuyo resultado fue positivo también
con las tres pruebas empleadas en la investigacion.

Tabla N°9. Desempefio de los NTTs (RPRy VDRL) y concordancia de los

mismos en estudiantes de las Escuelas de Bioandlisis, Farmaciay
Medicina de la Universidad de Los Andes en el afio 2023

VDRL
Positivo Negativo Total S E VPP VPN
RPR Positiyo 1 0 1 100 100 100 100
Negativo 0 84 84
Total 1 84 85

Nota: Significancia estadistica segin el indice de Kappa de Cohen con un
valor de 1,00 (p<0,000).

Fuente: Datos Inéditos, 2023.

Tabla N°10. Desempefio del VDRL y concordancia con la
Inmunocromatografia en estudiantes de las Escuelas de Bioanalisis,
Farmacia y Medicina de la Universidad de Los Andes en el afio 2023

Inmunocromatografia

Positivo  Negativo Total S E VPP VPN

Positivo 1 0 1 100 100 100 100
VDRL Negativo 0 84 84
Total 1 84 85

Nota: Significancia estadistica segin el indice de Kappa de Cohen con un
valor de 1,00 (p<0,000).

Fuente: Datos Inéditos, 2023.
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Tabla N°11. Desempefio de la RPRy concordancia con la
Inmunocromatografia en estudiantes de las Escuelas de Bioanalisis,
Farmacia y Medicina de la Universidad de Los Andes en el aifio 2023

Inmunocromatografia

Positivo Negativo Total S E VPP VPN

RPR Positivo 1 0 1 100 100 100 100
Negativo 0 84 84
Total 1 84 85

Nota: Significancia estadistica segin el indice de Kappa de Cohen con un
valor de 1,00 (p<0,000).

Fuente: Datos Inéditos, 2023.

Como se muestra en las Tablas N° 9, 10 y 11, para todas las pruebas la
especificidad y el VPN fue del 100% respectivamente, con VDRL y RPR como
ensayos de deteccion y la Inmunocromatografia como prueba de confirmacién.
Esto indica que todas las pruebas contrastadas poseen un 100% de
probabilidad de obtener un resultado negativo, dada la ausencia de la
enfermedad en la muestra en estudio. En cuanto al grado de acuerdo se
determiné que hay significancia estadistica (p< 0,000) para un valor del indice
de Kappa de Cohen de 1,00, indicando una concordancia “casi perfecta” entre
las pruebas en estudio. En este sentido, no hubo diferencias en los
rendimientos de todos los tests sujetos a comparacion en la presente

investigacion.
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DISCUSION

El diagndstico de sifilis es llevado a cabo a través de técnicas treponémicas
y no treponémicas, las primeras detectan los anticuerpos anti-treponémicos,
mientras que las ultimas ponen en evidencia la presencia de anticuerpos
reaginicos (menos especificos), los cuales se forman contra los productos de
la destruccioén celular (cardiolipina, colesterol y lecitina)®®. Dado que la sifilis
es una Infeccion de Transmision Sexual (ITS) de importancia a nivel mundial,
se hace necesaria la aplicacion de pruebas con alto rendimiento que puedan
proporcionar resultados rapidos y confiables®:.

En el presente estudio, se compar6 el desempefio de las pruebas RPR,
VDRL e IC, las cuales mostraron el mismo rendimiento al obtener una
especificidad y un VPN del 100% para las tres pruebas. Dado que no se
encontraron pacientes con sifilis activa, no se pudo determinar la sensibilidad
ni el VPP de las mismas. Aunado a esto, el valor del indice de Kappa obtenido
fue igual a 1,00, lo que describe una concordancia cualitativa casi perfecta
entre las pruebas. Estas cifras permiten inferir que cualquiera de las tres
pruebas pudiera usarse indistintamente para el cribado de sifilis en los
laboratorios clinicos.

Un estudio publicado por Tuddenham en el afio 2020, describié que los
antigenos utilizados en la RPR parecen tener mayor sensibilidad que los del
VDRL para detectar los anticuerpos reaginicos, sin importar la fase de la
infeccién. Del mismo modo, la RPR reporta mejores valores en cuanto a la
especificidad®. En conformidad a lo anteriormente expuesto, Solaimalai y
cols., en el afio 2020, reportaron valores de sensibilidad y especificidad para
el VDRL de 71,6% y 89,5% y para la RPR de 73% y 90,5% respectivamente;
ademas, describieron altas tasas de falsos positivos y falsos negativos para
dichas pruebas. En este Ultimo aspecto, los investigadores refieren en
contraposicion al estudio anterior, que los falsos negativos pueden ser

ocasionados por la fase en la que se encuentra la infeccion?°.
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Sin embargo, un estudio realizado por Versiani y cols., en el afio 2019,
reporté una especificidad del 100% tanto para el VDRL como para la RPR en
LCR, lo que sugiere que, aunque la naturaleza de las muestras sea distinta a
la usada en el presente estudio, ambas pruebas se comportan de la misma
manera?®. De igual forma, un estudio llevado a cabo por Satyaputra y cols., en
el aflo 2021, demostré que las pruebas de inmunocromatografia que son
utilizadas en los Centros de Atencion presentan una especificidad entre el 93
y el 98%38. Ambas investigaciones muestran similitud con los valores
obtenidos en esta investigacion.

Por su parte, un estudio llevado a cabo por Goel y cols., en el afio 2005,
describié una correlacion del 97% de los resultados negativos entre el VDRL
y la IC®. Similar a lo reportado por Kashyap y cols., en el 2015, cuando al
evaluar la IC como prueba para el cribado de sifilis antenatal en los Centros
de Atencidn, la compararon con el VDRL obteniendo una especificidad y VPN
para la IC de 100% y 99,45% respectivamente, asi como un grado de
concordancia del 99% entre ambas pruebas®. En este sentido, ambos
estudios respaldan los hallazgos de la presente investigacion.

Por otro lado, una investigacion realizada en el afio 2020 por Terzi y cols.,
la cual se baso en el estudio del rendimiento de cuatro tests serolégicos para
el diagnéstico de sifilis, incluyendo la IC y la RPR, arrojo para estas pruebas
una especificidad del 99,5% y 98,8% respectivamente y un valor predictivo
negativo del 100% en ambas pruebas. Los resultados anteriormente
expuestos, sustentan los obtenidos en la presente investigacion®®.

En concordancia con lo anterior, en un estudio publicado en el afio 2022
por Sato y cols., se compararon distintos tests treponémicos y no treponémicos
para el diagnostico de sifilis. Resaltd en esta investigacion la comparacion de
5 kits de RPR que incluian formatos manuales (test de tarjeta) y
automatizados. Los investigadores encontraron una especificidad vy
sensibilidad en general para los kits de RPR de 81-96% y 95-100%
respectivamente, asi como un coeficiente de correlacion de 0,849-0,934. El
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mayor grado de discordancia lo presentaron los kits automatizados, debido a
la falta de estandarizacion de los mismos. Ademas, consideraron como
estandar de las pruebas no treponémicas al test de tarjeta. Los investigadores
mencionaron que los falsos positivos, se reportaron en personas con
enfermedades autoinmunes y en mujeres embarazadas®’.

Hallazgos similares fueron expuestos por Tiwari y cols., en el afio 2017,
quienes evidenciaron rangos considerablemente aceptables al evaluar la
especificidad y sensibilidad de la RPR y la IC para la deteccion de donantes
de sangre sanos, obteniendo valores de especificidad de 90,8% para la IC y
95% para la RPR; aun cuando la especificidad de la IC fue menor que la de la
RPR, esta presentdé una mayor sensibilidad en la deteccion de donantes de
sangre sanos?®2.

Por su parte, Montoya y cols., en el afilo 2006, compararon la IC con la RPR
en el cribado de sifilis antenatal, las pruebas fueron realizadas en
establecimientos de salud y en laboratorios de referencia. Los autores
encontraron que la IC tiene un alto grado de concordancia con el gold standard
gue en este caso fue TPHA. No obstante, reportaron un bajo rendimiento de
la RPR en cuanto a los pardmetros de validez y seguridad, especialmente las
realizadas en los establecimientos de salud. El bajo rendimiento de la RPR
descrito por los autores, fue atribuido a que en los establecimientos de salud
los procedimientos de laboratorio pudieron ser llevados a cabo de manera
incorrecta, como es el uso de sangre completa, rotacion deficiente en cuanto
al tiempo y la técnica, asi como el mal almacenamiento de los reactivos®®. Lo
anteriormente difiere de lo obtenido en la presente investigacion considerando
gue en este caso el rendimiento de ambas pruebas fue el mismo.

Otro estudio realizado en donantes de sangre por Acharya y cols., en el
2019, report6 cifras de especificidad y VPN de 90,08% y 75,69%
respectivamente para la IC. Cabe destacar que, los investigadores
compararon esta técnica con otra prueba treponémica (TPHA) y utilizaron

como gold standard a la FTA-Abs®®. Por el contrario, los autores Oyinloye y
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cols., en el afio 2022 realizaron una investigacion para evaluar la prevalencia
de sifilis durante el embarazo, y obtuvieron valores de especificidad del 100%
y VPN de 98,73% para la IC, lo cual difiere del estudio anterior y describe a
esta prueba como idénea para su uso en centros de salud, respaldando los
resultados obtenidos en esta investigacion’°.

Entre las pruebas no treponémicas descritas en el presente estudio, el
VDRL es el principalmente utilizado de forma rutinaria en los laboratorios
clinicos del pais para el cribado de sifilis, esto motivado a que es relativamente
de f4cil aplicacion y de bajo costo. Sin embargo, esta prueba necesita de
personal altamente calificado para la interpretacion de la lectura, ya que la
misma es subjetiva y pudiera conllevar a que los analistas difieran para un
mismo resultado, dando lugar a falsos positivos o falsos negativos?*®.

Otra opcion disponible en el mercado dentro de los tests no treponémicos
es la RPR, sin embargo, en Venezuela esta prueba es poco conocida y
raramente empleada, aun cuando presenta amplios beneficios como su facil
ejecucion y bajo costo. Aunado a esto, no se necesita visualizar su reaccion a
través del microscopio ya que contiene particulas de carb6n marcado que
facilitan la visualizacion macroscépica de la reaccion, presentando dos
categorias bien definidas de lectura: reactivo y no reactivo, no obstante, sigue
siendo una prueba cuya interpretacion depende de la experiencia del
analistal®.

Ahora bien, dentro de las pruebas treponémicas disponibles se encuentra
la IC, la cual detecta anticuerpos producidos especificamente contra la
bacteria T. pallidum. Son mdultiples las ventajas que posee esta prueba, como
la deteccion de sifilis en etapas en las que no se presentan manifestaciones
clinicas. Otro beneficio, es que no se necesita el uso del microscopio, ni de un
rotador y existen kits de IC en los cuales se admite el uso de sangre total,
omitiendo asi el uso de la centrifuga, esto hace posible la realizacion de esta

prueba en laboratorios con recursos limitados. Ademas, su lectura es mas
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simple dado que solo amerita la visualizacidén de la presencia o ausencia de la
banda de color en la regién del test, siempre y cuando la prueba sea validat6’.

Uno de los usos mas comunes e importantes de la IC es como prueba en
los Centros de Atencion para el cribado de sifilis, por la rapidez de sus
resultados, que permite en la primera visita establecer un tratamiento
inmediato. Esta ventaja coloca a la IC por encima de las pruebas no
treponémicas debido a que un resultado positivo en estas pruebas, necesita
obligatoriamente ser confirmado mediante pruebas treponémicas. A pesar de
lo expuesto anteriormente, las pruebas no treponémicas son las que se utilizan
para el seguimiento del tratamiento, ya que a través del aumento o disminucién
de los titulos se puede evaluar la respuesta al mismo=2.

A pesar de que algunos autores han descrito una alta tasa de falsos
positivos y falsos negativos para las pruebas no treponémicas, ese
comportamiento no fue el observado en la presente investigacion. Es
necesario resaltar que los falsos positivos pueden presentarse en pacientes
con enfermedades autoinmunes, con sindrome antifosfolipidico,
hiperlipidemia, mujeres embarazadas, personas adictas a las drogas, entre
otras patologias. De igual forma, se pudiera disminuir su sensibilidad en las
etapas primaria, latente y terciaria, asi como en pacientes que han recibido
tratamiento, dando lugar a los falsos negativos!®>,

Finalmente, tomando en cuenta lo anteriormente descrito, y a pesar de que
en la muestra estudiada los parametros de validez y seguridad de las tres
pruebas no presentaron diferencias, la eleccion del test a emplear para el
diagnédstico de sifilis pudiera basarse en las ventajas y desventajas que
presenta cada técnica.

En el caso de las pruebas no treponémicas evaluadas en la presente
investigacién, resalta que son de bajo costo, relativamente sencillas, rapidas
de realizar, y tienen alta especificidad, sin embargo, son mas los beneficios
aportados por la IC, ya que la lectura es facil, rapida (10-15 minutos) y libre de

subjetividad, tiene un costo apropiado, necesita de menos insumos de
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laboratorio y puede llevarse a cabo fuera del mismo. Aunado a esto, tratAndose
de una prueba treponémica permite hacer el cribado y diagnostico de sifilis de

forma simultanea3s.
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CONCLUSIONES

El desempefio de las pruebas VDRL, RPR e IC utilizadas para el
diagnostico de sifilis en cuanto a los parametros de validez y seguridad;
Especificidad y Valor Predictivo Negativo, fue excelente.

La concordancia entre las pruebas VDRL, RPR e IC utilizadas para el
diagnéstico de sifilis fue casi perfecta.

El VDRL y la RPR son la mejor alternativa para evaluar la actividad de
la infeccidn y hacer seguimiento del tratamiento indicado para la misma.
El VDRL y la RPR pueden dar resultados falsos negativos en las fases
primaria y latente de la infeccion.

EL VDRL y la RPR pueden dar resultados falsos positivos en pacientes
con enfermedades autoinmunes, mujeres embarazadas,
hiperlipidemias, entre otros.

La lectura del VDRL y la RPR amerita de una mayor experiencia por
parte del personal de laboratorio ya que su interpretacion es subjetiva.
La IC es una alternativa confiable que puede utilizarse en los Centros
de Atencidn para el diagndstico de sifilis.

La IC permite hacer el diagnéstico temprano de sifilis y poder establecer
tratamiento oportuno.

La IC fue la técnica mas facil y rapida de realizar, tiene un costo

apropiado y amerita de menos equipos de laboratorio.
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RECOMENDACIONES

Comparar las técnicas VDRL, RPR e IC empleando para ello un mayor

nimero de muestras.

Comparar las técnicas VDRL, RPR e IC en distintas poblaciones,
incluyendo poblaciones de riesgo.

Implementar el uso de la IC y la RPR como alternativas diagndsticas

para el cribado de sifilis en los laboratorios clinicos del pais.

Orientar al personal de salud sobre la IC y la RPR como alternativas

diagnésticas para el cribado de sifilis.

Realizar mas investigaciones en esta misma linea, que comparen estas

y otras pruebas para el diagnostico de sifilis.
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Anexo 1. Consentimiento Informado.

\ FARMACIA Y BIOANALISIS
UNIVERSIDAD DE LOS ANDES

MERTI DA V ENE Z UZE L A

N\SE

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo de la Investigacion: Diagnostico de Sifilis a través de las técnicas Reagina Plasmatica Rapida
(RPR), Venereal Disease Research Laboratory (VDRL) e Inmunocromatografia (IC) en estudiantes
universitarios del area de la salud.

Autoras: Br. Angélica Elkhoury y Br. Aniesca Gutiérrez.

Tutora: Profa. Rima Bahsas. Licenciada en Bioandlisis.

Contacto: angelicajoselkhouryl6@gmail.com / 0412-6699671
aniesca07@gmail.com / 0414-9717630

INFORMACION REFERENTE A LA INVESTIGACION:

La Sifilis es una infeccion causada por la bacteria Treponema pallidum y por su alta prevalencia a
nivel mundial se ha convertido en un grave problema de salud publica. Entre las alternativas diagnésticas
de esta infeccion se incluyen los tests serologicos Treponémicos como la Inmunocromatografia y No
Treponémicos como el VDRL y la RPR. El objetivo de esta investigacion serd comparar el desempefio
de las técnicas mencionadas, en términos de Sensibilidad y Especificidad, para el diagnéstico de sifilis
en estudiantes universitarios.

Si usted accede a participar en este estudio, se le tomara una muestra de sangre que sera analizada
para identificar su estado serolégico con respecto a la Sifilis, a través de las tres técnicas. Su
participacion es completamente voluntaria. La informacion que se obtenga de las pruebas sera
confidencial y no se usara para ningun otro propésito fuera de los de esta investigacion. Su muestra sera
codificada usando un nimero de identificacién y no podra ser asociada con su nombre o cédula, por lo
tanto, la identidad de las muestras sera an6nima.

Si tiene alguna duda sobre este estudio, puede hacer preguntas en cualquier momento durante su
participacion en el mismo.

Beneficios de participar: Las personas que asi lo deseen obtendran informacion certera de su estado
serologico frente a esta infeccién de manera gratuita y confidencial.

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO:

Yo , ftitular de la Cédula de Identidad

he sido invitado(a) a participar en la investigacion del diagnéstico de Sifilis a través de

las técnicas RPR, VDRL e IC. Entiendo que se me tomara una muestra de sangre, la cual sera analizada
por las técnicas antes mencionadas.

Reconozco que la informacién que se obtenga es estrictamente confidencial y no sera usada para
ningun otro proposito fuera de los de este estudio sin mi consentimiento.

He leido o me ha sido leida y explicada la informacién proporcionada, he tenido la oportunidad de
preguntar sobre la investigacion y me han sido respondidas satisfactoriamente las preguntas realizadas.
Por lo tanto; consiento voluntariamente participar en la investigacion.

Firma del Participante Fecha

Firma de las Investigadoras
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Anexo 2. Ficha de Recolecciéon de Datos.

N° de
Muestra:

Cédigo de los Tubos | Edad: Sexo:
Procedencia:
Sangre
Completa Escuela/Facultad:
Suero Semestre/Afio que cursa:
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Anexo 3. Inserto de la Técnica RPR.

A

Caracteristicas funcionales

El reactivo RPR Rodelg fue evaluado por el proveedor de la siguiente
RN

Comparativa con reactive RPR esténdar y coR Feactiva VDAL control.
1o wnalizarin un towal de 505 mugsiras de suero utilizando la ECmca

i i | test RPR
cualitativa, obteniendose Un 99% de concardantia entre o
e‘!‘.ﬂnﬂar v el RPR Rodelg, un 97.6% entre I3 técnica de WDRL v el APR
Rodekg v un 97, 6% entre el test RPR estandar v lb técnica de VDRL

La sensibilidad de los 3 test no treponémicos, batada en 1a higtoria clinica
de los indniduos (52 casos confirmadas de sifilis tratada v no tratada), fue
de un 92.3% para ambos test de APR v de un 83 5% para s técnica de
VORL La especificidad de los 3 test no trepanemicos, basada en 453
muesiras de suerp de individuts que presumiblemente no tenian sifilis, fue
e un 99,3% para of RPR Rodelg, de un 99,6% para &l test RPR estdndar, Y de
Ur 96,9% para la teenica de WDRL.

[n el msma eitudio se analizaron 174 pares de sueros/plasma. La
concordancia e bos setultddos obtenides entre los sueros y plasmas fue de
wn99,4% para el RPR Rodelg y de un 98,9% para el test APR stindad. La
sensibilidad y especificidad de ambos test de RPR con las muestras de
plasma, fue de un 100% v de un 99,4% respectivamente.

Estos datos demuestran claramente gue el RPR Rodelg tene una adecuada
senubilidad y especificidad on relacitn con el diagnostico clinko.
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El antigena RPR #5 una wipension cardichpinia que canbene m:mﬁ?m-ﬂ de
carbdn. Este antigeno detsCld a un INDCUSDO, denominado TR, que &
encuentrs on ol suero de loy enfermos de sfilis, Cusndo 3 muestra contiene
reaginas, estas reaccionaran con &l anbgens formando agregadod que
conghutinacan con las microparticulis de carbdn formando prumos de oolor negre,
de drtinte tamadic dependiendo del Htulp de la muestra. En calo negativo, 1
mmd-mmmmmwmwnm.

Componentes

. Antigeno RFR:
Cardwslipana 0.003%, Lecitina 0.020-0.22%, Colestercl 0.09%, EDTA Q0125 M
NaaHPO. 0.01M, KHPO., DOIM, mermolato sddico 0.1%, Cloruro de
Colna 10% pyfv, micropanseulas de cartdm 0.01% v agua destilada,

a Contral Pasdwa:
Suero snimal o artificial com un tiule de reaging ¥ conservante.

. Control Megativo:
Suero artificial y consendante.

Precauciones
RPR Rodelg =5 solo para utilizacsdn [N VITRO,
El corrol posinve conbene al«ds 300iCd COMD ConLervante. T andas pT'uE

reactionar oon tubenias y deskpies metilicns dando lugar a compuesios sttaments
explosives. Al twar kot restos de reactvos, depe cormer agua suficiente.

Depositar  todos los  malenales wiadod e retigientes pars  material
beocaritaminante.

Conservacion

1 antigeno y contmies. (deban almacenarse entre (2-8)°C, No congelar, Para transporte
pusde manejarse temperatura ambiente hasta 37T'C (miuimo 5 dias)
sin aéeciar su funcionalidad,

El antigenc una ver transferido ol irasen de plistico y mantenido entre 2y 8°C, &1
estable durante 3 meses wempre que Antes. Ao hubsess alcanzado la caducidad.

Presentaciones disponibles

CO0. 106031011 Kit 50 test.

Kit de anfigena por 50 priebas, 1 control positive, 1 control negativo, 1 inserto,

1 frasco dosificadorn, | lamina plisrica reutilizatie, 1 aguia dosificadora, 25 palillos
COD. 106031131 Kit 150 test.

Kit de antigeno por 150 preebas, 1 controd positivo, 1 control negativo, 1 inserto,
1 frasco dosificador. 2 laminas plasticas reutilizabies., 1 aguja desificadon, 50 palilles
COD. 106031141 Wit 500 test.

Eit de antigena por 500 pruebas, 1 controd positiv, 1 control negativa, 1 inserio,
1 frasco dosificados, Glaminas plisticas reutifirablies. 1 2guja dosicadors, 250 malilcs.
COD. 106087291 Kit Controles.

1 Cortrol positvn, contiol negatrd, 1 niero.

Material necesario no incluido
Agithtor rotatodsd que cirtunseriba uh dircul de 1 cm, de dilmetro e el pland
harirontal {100 rpmi|, cronometng, wolucion waling [0,.9% Na Cl, sélp para técnica
tuantitatival, pipetas avtomaticas [s0lo para beohicEs cuantitatival, swero humang
nowmnad para diluir s misestras que den resultado positivo a la diletion 1:16 ¥
limpara de luz incandescente

Recoleccion de la muestra
SUERG:
Wi suern fresco. S la prueba no puede realizarse en ¢l misma dia, & sueno puede
wer comervado dufamte 5 dias emtre d v 8 °C 5 & por un petiodo de tempo mds
largo o sisero debe ser congelado [-20°C).
PLASMA;
Recoger sangre en un tubo gque contengas anticoagulante (EDTA). Otros
anncoagulanted deben ser comprobados antes de ublizarse. Debe realizane la
rueba antes de transcurtidas 48 horas de la extraceion.

r



PROCEDIMIENTO
Preparacion del antigeno:

® agitar ol frasco del antigeno para resuspendetlo. Debe evitarse una
agitacidn wiolenta

® Adaptar b aguia dosificadora al frasco dispensador y succionar la
cantidad del antigeno que se considere necesania

® Cada ver que se rellene el frasco dispensador, anotar sobre éste el
numero de lote, fecha de caducidad y fecha en que se transvasy el
antigeno

Control de calidad:
® Antes de realizar una serie de determinaciones es aconsej

controlar el antigeno RPR con los, controles mmm.ﬂ”&_
sigutentdo los pasos de<critos para of TEST CUALITATIVO.

® El control povtiwo debe prodacr ung (lary agregacion de las
macropariculas de carbon. Si no se obhene el resultado esperado,
no utilice el ket

TEST CUALITATIVO

. Dejar que los reactivos alcancen la temperatura ambiente (23-29°C).

. Con |3 ayuda de un dosificador, depositar una gota de la muestra (o
uny gota de control) sobre uno de los circulos de la lamina, En
€as0 de unlizar pipetas automaticas dosificar SOul,

Con el palilio de mezclado extender la gota sobre toda la superficie

del circulo y desechar el pakillo

Agitar el frasco dispensador del antigeno y manteniendolo en
possaon verncal, dosificar algunas gotas de antigeno dentro del
tapon del frasco dispensador hasta asegurarse de que la aguja
esta hibre de aire y que la gota obtenida es correcta. Dosificar
entonces una gota de antigeno sobre cada uno de los circulos en
que se hallen las muestras. No mezclar. Recuperar el antigeno de
rapon.

[

w

&

TEST CUANTITATIVO

1. Dosificar 50 ul de solucson salinaen cada uno de los circulos 225
del portaobyetos.

2. Dosificar con una pipeta automatica SO ul de muestra en el circulo y
50 ul directamente sobre la gota de solucidn saling en el cicculo 2

3, Con la misma pipeta aspirar y expulsar varias la muestra y la
solucidn 3alina contenidas en el circulo 2 hasta lograr una buena
mezcla.

4. Tomar 50 ul de la mezcla realizada en el circulo 2 y transfeririosal™
circulo 3,

S. Realizar las mismas operaciones descritas anteriormente para lograr
la mexcla correcta de los reactivos hasta el circulo S y desechar
entonces 50 ul

Circulo 1 2 3 4 5

Salina ul —_ 50| s0| so0 | so
Muestra ul 50 sol —] — ] —
Mezclar y L 50_]]. JL JL L
transferir ul 50 50 50
Dilucién 11 ] 12| 1a] 18 [1:16]

6. Comprobar cada dilucién como esta descrito en el apartado TEST
CUALITATIVO.

S. Agitar la lamina por espacio de & minutos en un agitador rotatorio 3
100 rpm.

6. Tomar 1a tamina y radee 1ig; para diferenciar-mejordas
muestras débilmente reactivas de kas no reactivas, proceder a su
lectura bajo luz intensa.

7. Una vez finalizada la prueba, limplar 1a aguja con agua destilada,
cerrar bien los frascos y mantenerios entre 2y 8 °C

Interpretacion de los resultados

Positivo:  Agregados negros de carbon mds o menos visibles sobre
fondo ligeramente transparente.

Negativo: Suspension gris homogénea o s6lo ligera rugosidad

Algunas muestras pueden clerta rug forme sobre
el borde exterior del circulo, manteniendose homogéneo el centro del
mismo. Una ligera agitacién manual, ladeando ligeramente el
portaobjetos, puede ayudar a distinguir dichas reacciones no
especificas de las débilmente positivas.

“RPR test cualitativo en MICROPLACA (fondo plano) -
Muestra 50ul,
Antigeno 1gota(17ul)

-20 minutos d agitacion

Leer macroscopicamente bajo una lampara incandescente de luz
intensa sobre una superficie blanca,

® En un agitador mecanico rotatorio que circunscriba un
circulo de 2,0 - 2,5 cm. de diametro en el plano horizontal. La

velocidad de rotacion recomendada es de 200+ S0rpm
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Tnterpretacion de los resultados. —~—
El titulo de |la muestra dela dilucion mds alta que Jun muestre un
resultado claramente positivo.

Sila Uitima dilucion comprobada da un resultado positivo, la serie de
diluckones debe prolongarse, Preparar una dilucion 1:50 de un suero
humano normal diluido en solucién salina para utilizar como
diluyente.

Limitaciones del procedimiento.

Pueden obtenerse resultados falsos positivos principaimente en
muestras de personas que abusan de las drogas, en enfermedades
tales como la lepra, malaria, lasmosss, leosis infecciosa,
lupus eritematoso, neumonia virica y en el embarazo, Otras
enfermedades treponémicas también pueden dar reacciones
positivas.

Reacciones negatvas en casos clinicamente evidentes de sifilis,
pueden ocasionalmente verse en sifilis primarias tempranas, sifilis
segundarias y el 3lgunos casos de sifilis tardias. -

No utilizar con liquido cefalorraquideo.  aitm—

Valores previstos

€1 diagnostico de sifilis no debe realizarse sin soporte de la hitoria
clinica del paciente. Las muestras positivas deben titularse utilizando
el test cuanbtativo. Asi mismo y como confirmacion del diagnostico, es
aconsejable analizar 1as muestras positivas con tecnicas especificas
anti-treponémicas {syphagen TPHA y bioetisa sypheis)

Un resultado positivo puede indicar una infeccion pasada o presente
pero, también puede ser un resultado falso positvo.



Anexo 4. Inserto de la Técnica VDRL.

®

V.D.R.L. test

Suspensidn antigénica estabilizada para realizar la
prueba VDRL modificada (USR) de deteccidn de sifilis

SIGNIFICACION CLINICA

La =ifilis es una enfermedad vendrea causada por el Tre-
paneima pallidum, que invade las mucosas intactas o la plel
an dreas de abrasiones. El contacto sexual es la forma més
comin de transmision.

La deteccion y tratamianto de la enfermedad en sus estadios
temprancs es fundamental a fin de evitar complicaciones gra-
ves coma sifilis cardiovascular, neurcsifilis y sifils congénita.
El diagndstice de esta enfermedad sufre la carencia de
un método para cultivar el micreorganisme en medios de
laboratorio y la dificultad para detectarlo en estadios de la
enfermedad an los que no se observan leslones epldérmicas.
Sin embargo, desde el comienzo de la infeccidén aparecen
en el suero del individuo Infectado clertas sustancias de-
nominadas “reaginas®, que reacdonan con antigenos de
cardiolipina, lectina y colesterol. Estas reaginas junto a
los signes clinicos son por lo tanto los procedimientos meds
rapidas v Gliles disponibles para diagndstice de sifilis.

FUNDAMENTOS DEL METODO

Las "reaginas®, presentes en individuos infectados por T
pallidum se detectan en swero por la reaccion con un anti-
geno cardiolipinico purificado y estabilizado. Si la muestra
contiene reagina, ésta se unira al antigeno producienda una
fleculacian visible en micrescoplo.

Las reacclones inespecificas se evitan con el emplec de
antigeno altamente purificado y el agregado de cloruro de
colina caracteristica de la tcnica USR (Unheated Serum
Reagin) en la gue no es necesano inactivar la muestra.

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: suspensidn acuosa de antigeno de cardioli-
pina y lecitina purificados, en buffer fesfalos con cloruro de
colina y EDTA de acuerdo a las indicaciones de la O.M.S.
Control Positivo: dilucidn de suero inactivada, reactivo.
Control Megativo: dilucion de suero inactivade, no reactivo.

REACTIVOS NO PROVISTOS

- Soluckdn fisloléglca (para la prueba semicuantitativa).

- Solucidn de clorure de sodio 10 gidl (para la téenica en
liquide cefaleraguiden).

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactives Provistos: astables en refrigerador (2-10°C) has-
ta la fecha de vendmiento indicada en la caja. Mo congelar.

INSTRUCCIONES PARA SU USO
Reactivo A: listo para usar. Agitar antes de realizar la prueba.

Control Positive: ksto para usar.
Control Negativo: listo para usar.

PRECAUCIONES

Les reactivos san para uso diagndstico "in vitre™.

Todas las muestras de pacientes deben manipularse como
sl fueran capaces de transmitir infeccidn.

Les sueros confroles han sido examinados para antigeno
de superficie de hepaltitis B (HBsAg), wirus de la hepatitis C
(HCW) y virus de inmunodeficiencia humana (HIV), encon-
trdndose no reactives. Sin embargo, deben ser empleados
como sl se tratara de maternial infectiva.

Utilizar los reactivos guardando las precavciones habituales
de trabajo en el laboratorio de guimlca clinica.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

MATERIAL REQUERIDO
1- Provisto
-1 gotero

2- No Provisto

- Bgitador rotativo ajustable a 180 rpm.

- Placa de vidrio transparente con sectores de 14 mm de
didmetro cada uno.

- Microplpetas para medir los voldmenes indicados.

- Mieroscoplo

MUESTRA

Suero, plasma o liquido cefalorraquides (LCR)

a) Recoleccion: obtener de la manera wsual. No inactivar.
b} Aditivos: no se requieren para sueno o LCR. Si la prueba
sé fealiza con plasma, dste puede obtenerse empleando
heparina, EDTA u oxalato de sodio como anticoagulantes,

¢) Sustancias interferentes conocidas: hamolisis o hiper-
lipemia pueden ocasionar resullados errdmaos.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: en
caso de no procesarse de inmediato los sueros pueden
consernvarse hasta una semana en refrigerador (2-10°C).
El plasma puede emplearss hasta 24 horas luego
de la extraccian.

PROCEDIMIENTO
Tanto los reactives como la muestra deben estar a tem-
peratura amblente antes de realizar la prueba.

|-PRUEBA CUALITATIVA EN SUERD O PLASMA
En cadauno de los sectores marcados de la placa colocar:

ATIN0O0 08 p 1T
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Muestra o Controles S0 ul
Con golera provisto colocar:
Reactivo A 1 gata

Agitar horizontalmente la placa a 180 rpm durante 4
minutos. Obsarvar inmediatamante en MCIOScopio con
poco aumenta (50 a 100 X).

[I-PRUEBA SEMICUANTITATIVA EN SUERO O PLASMA,
Preparar dilugiones de la muestra 1:2, 1:4, 1:8, 1116
¥ 1:32 con solucidn fisiologica y realizar para cada
dilugidn la prueba como se describe en |.

lll- PRUEBA CUALITATIVA PARALCR
Diluir &l Reactive A 12 con solucién de cloruro de sodio
10 g'dl. Emplear dentio de las 2 horas de preparacion.
En cada sector delimitade de la placa colocar:

Muestra o Controles S50 ul
Con aguja calibre § agregar:
Reactivo A diluido 1 gota (10 ul)

Mezclar bien y agitar horizontalmente la placa durante 8
rrilnutos a 180 rpm. Leer los resultados en microscopio
con poco aumento (50 a 100 X).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Reactive: presenda de floculacidn.

No reactive: ausencla completa de floculacidn.

Prueba semicuantitativa: el titulo estard dado por la in-
versa de la Olima dilucidn que se obsarve reactiva. Leer
atentamente las LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO.

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Para controlar la calidad dedl sistema procesar los Controles
provistos o un Control Positive (swero seguramente reactivo)
y un Control Negative (suero seguramente no reactiva) utili-
zandolos de la misma forma que las muestras.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

War Sustancias interferentes conocidas en MUESTRAL
Resultados falsamente positives puedan sar obsenvados en
individues con cuadros patoldgicos diverses como hepatlitis,
influenza, brucelosis, lepra, malara, asma, uberculosis,
cincer, diabetes y enfermedades autolnmunes. Estos casos
na Son Moy comunes y generalments presantan reacciones
con titulos bajes v una histora clinlea gue no colndde can
las caracteristicas de sifilis.

Es imprescindible por estos motives ante toda prueba cuali-
tativa reactiva reallzar la prueba semicuantitativa.
Resultados fakamente negativas pueden obsernvarse cuando
e presenta el fendmeno de prozona. Por aste motivo se re-
comienda repatir la prueba en suero diluido 1:5 con solucian
frioldgica paraverificar el resultado. Si en estas condiclones
e observa floculacion la muestra es reactiva.

A pesar de las ventajas de este método, sus resultados al
igual que los de eualguler prueba sercldglca, sdlo constituyen

un dato auxiliar de diagndstico que debe corroborarse con
la historla clinica del paciente.

PERFORMAMNCE

Sobre 2140 muestras de un servicio hospitalario, ensayadas
usando V.D.R.L. test & inmunofluorescencia come método
de referencia, se obsernd una concordancia superior al 956%.

PRESENTACION
- 300 determinacionas (1 x 6,6 mi) (Cod. 1853153).
- 200 determinacionas (1 x 4,5 mil) (Cod. 1853155).

BIBLIOGRAFIA

- Zinsser Microblologia, Jeklik W, Willett H. y &meas D, 17
edicion Editorial Médica Panamericana, 1983.

- Manuial of Tests for Syphilis, cap. 8 - Amedcan Publlc Health
Association, Washington, D.C 20005, 1990,

- Podesta, D.; Svetaz. M.J_, Ricomi, R.; Caprioth, G.: Rojkin,
L; Lorenzo, L.; "Evaluacidn de tres reactivos para deteccidn
de sifiis” - VIl Congreso Argentine de Bioguimica, 54°
Triduo Bloguimico Clentifico Anual 1890 - Revista ABA.
5443, 1990
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Anexo 5. Inserto de la Técnica IC.

One Step strip Style ANTI-TP
Rapid Screen Test

Introduccién

One Step ANTI-TP Rapid Screen Test es un inmunoensayo
cromatografico para la deteccion cualitativa de anticuerpos
anti TP en suero humano. En la banda de prueba se utilizan
dos antigenos recombinantes purificados de TP como
materiales de captura y conjugados de oro. Si el anticuerpo
Anti-TP esta presente en la muestra en concentracion
superior a la marcada, se formara un complejo. Este
complejo  luego es capturade por los antigenos
inmovilizados en la Zona de Prueba de la membrana,
produciendo una banda visible de color rosa-rosa en la
membrana. La intensidad del color dependera de la
concentracion de los anticuerpos anti-TP presentes en la
muestra. Esta prueba de un solo paso es muy sensible y
sdlo tarda unos 15 minutos. Los resultados de la prueba se
leen visualmente sin ningdn instrumento.

Recoleccion de muestras

Para el suero, recolecte la sangre en un tubo sin
anticoagulante. Si la muestra no puede analizarse el mismo
dia de la recoleccién, guardela en un refrigerador o
congelador. Llevar las muestras a temperatura ambiente
antes de realizar la prueba.

Procedimiento de la prueba

1. Para comenzar la prueba, abra la bolsa
sellada rasgandola a lo largo de la muesca.
Saque la prueba de la bolsa.

2. Sumerja la tira en la muestra con el
extremo de la flecha apuntando hacia la
muestra. No sumerja mas alld de la linea
MAX (maximo). Saque la tira después de 8-
10 segundos y coléquela plana sobre una
superficie limpia, seca y no absorbente.

TARK

3. Espere a que aparezcan las bandas de color. Lea los
resultados en 10-15 minutos. Mo leer los resultados
después de 20 minutos.
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Interpretacion de los resultados

color en la regién de control. Mo aparece
ninguna banda en la region de prueba.
Esto indica que no hay anticuerpos anti-
TP detectables en el suero.

Negativo: Sélo aparece una banda de I

I
I
T

Positivo: Aparecen bandas de color
distintas en el control y en la regién de
prueba. Tanto la linea de prueba como la
de control indican que la muestra contiene una cantidad
detectable de anticuerpos anti-TP.

x
[

Invalide: Mo aparece ninguna banda visible o sdlo
aparece una banda de color en la regidn de prueba, esto es
una indicacion de un posible error en la realizacién de la
prueba. La prueba debe repetirse utilizando un nuevo
dispositivo.

Precaucion

1. Debe utilizar muestras frescas y evitar la congelacién
repetitiva, el resultado no sera valido.

2. Utilizarla antes de la fecha de vencimiento.

3. El paguete del kit no debe abrirse hasta que alcance la
temperatura ambiente si se saca del refrigerador.

4. No se puede utilizar suero viejo. Si el suero es espeso,
sdlo puede utilizarse después de separarlo.

Limitaciones
1. La prueba es sélo para uso diagndstico in vitro.

2. El test es de deteccidn cualitativa por filtro, no puede ser
usado como test final para donante de sangre.

Almacenamienteo y estabilidad

El kit de prueba puede almacenarse a temperatura
ambiente (2 a 30°C) en la bolsa sellada hasta la fecha de
caducidad. El kit de prueba debe mantenerse alejado de la
luz solar directa, la humedad y el calor.



Anexo 6. Datos Sociodemograficos representados en graficos:

35

33 33
31
29
27
25
23
21
19
17
15

Edad (Afios)

18

Estudiantes

Grafico N°1. Edad en afos de los estudiantes de las Escuelas
de Bioanalisis, Farmacia y Medicina en el afio 2023.

Fuente: Ficha de Recoleccion de Datos, 2023.
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= Masculino

= Femenino

Gréafico N°2. Sexo en porcentaje de los estudiantes de las
Escuelas de Bioandlisis, Farmacia y Medicina de la
Universidad de Los Andes en el afio 2023

Fuente: Ficha de Recolecciéon de Datos, 2023.
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Grafico N°3. Procedencia en porcentaje de los estudiantes de las
Escuelas de Bioandlisis, Farmacia y Medicina de la
Universidad de Los Andes en el afio 2023

Fuente: Ficha de Recolecciéon de Datos, 2023.
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Grafico N°4. Semestre o0 afio en porcentaje que cursan los estudiantes
de las Escuelas de Bioanalisis, Farmacia 'y Medicina
de la Universidad de Los Andes en el afio 2023

Fuente: Ficha de Recoleccion de Datos, 2023.
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