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Articulo original

Utilidad de una estrategia en la deteccion
de anticuerpos séricos contrael T. pallidum

en donadores de sangre

Héctor Baptista Gonzalez,* Liliana Jiménez Rubio,** Fernando Cedillo Valle,** Carmen Santamaria Hernan-
dez,** Manuel de JesUs De Santiago,** Javier Bordes Aznar***

Resumen

Objetivo: Presentar los resultados en una estrategia especifica para
la deteccion del T. pallidum en donadores de sangre, con el tamizaje
mediante una prueba inmunoenzimatica. Material y métodos: Se
incluyeron consecutivamente a donadores de sangre atendidos en
Médica Sur. Se rastrearon los anticuerpos séricos (IgG e IgM) espe-
cificos contra el T. pallidum, en una técnica de microELISA que de-
tecta los antigenos recombinantes p15, pl7 y p47. En los casos
reactivos se realizaron las pruebas de VDRL y FTA-ABS, analiza-
dos de acuerdo al cociente del valor de absorbancia de la muestra
problema entre la absorbancia del punto de corte (CP/PC). Resul-
tados: Se evaluaron a 6,850 donadores, en 116 casos (1.7%) fue-
ron reactivos por inmunoensayo. Con CP/PC = 0.999, no se obser-
VO reactividad en VDRL o FTA-ABS en 27 casos (proporcion 0.92),
con valores de 1.0 a 1.900, en 40 casos fueron sin reactividad (0.77),
con CP/PC = 2.0, siempre hubo reactividad en FTA-ABS (0.06),
VDRL (0.08) o ambas pruebas (0.86). El valor critico del CP/PC
mediante el analisis ROC, fue de 0.915 (IC 95% 0.870-0.961). Asi al
compararse con el CP/PC, el FTA-ABS muestra sensibilidad del
91.0% (IC 95% 84.2-97.9), especificidad del 97.4% (IC 95% 93.8-
100). El VDRL con sensibilidad del 81.4% (IC 95% 69.8-93.0). Con
ambas pruebas reactivas (VDRL y FTA-ABS) muestran sensibilidad
del 43.3% (IC 95% 31.4-55.1) y especificidad del 100%. Conclusio-
nes: La mayor sensibilidad y especificidad de las pruebas de ELISA
junto con el hecho de ser una prueba, simple, objetiva y automatiza-
da, lo convierten en la técnica de eleccion para el estudio de los
donadores de sangre.

Palabras clave: Sifilis, lGes, T. pallidum, donacion de sangre, VDRL,
FTA-ABS.

Introduccién

La sifilis o infeccion por Treponema pallidum, es
un problema vigente de salud publica en México. Para
fines del afio de 2004, la Secretaria de Salud, reporto
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Abstract

Objective: To present the results in a specific strategy on detection
of T. pallidum in blood donors, with the screening by an immunoen-
zymatic test. Material and methods: We included consecutively
blood donors of Medica Sur Blood Bank and studied specific serum
antibodies (IgG and IgM) against the T. pallidum, with an ELISA test
that detects the recombinant antigens p15, p17 and p47. They were
stratified according relations values of absorbance sample between
cut off point (AP/COP). The ELISA reactive cases were analyzed
with VDRL and FTA-ABS test. Results: We evaluated 6,850 donors,
in 116 cases (1.7%) were reactive to ELISA. With AP/COP < 0.999
(n 29), we not observed reactivity in VDRL or FTA-ABS in 27 cases
(proportion 0.92). With values 1.0 to 1,900 (n 52), in 40 cases were
without reactivity (0.77), With AP/COP 2 2.0 (n 37), always were
reactivity to FTA-ABS (0.06), VDRL (0.08) or both tests (0.86). The
critical value of the AP/COP by analysis ROC was 0.915 (Cl 95%
0.870-0.961). Thus when comparing itself with the AP/COP, the FTA-
ABS it shows sensitivity of 91.0% (Cl 95% 84.2-97.9), specificity of
97.4% (Cl 95% 93.8-100). The sensitivity of VDRL test was 81.4%
(Cl 95% 69.8-93.0). With both reactive tests (VDRL and FTA-ABS)
show sensitivity of 43.3% (Cl 95% 31.4-55.1) and specificity of 100%.
Conclusions: The greater sensitivity and specificity of immunoen-
zymatic test. along with the fact of being a simple, objective, and
automated test, turn it the technique of election to study of blood
donors.

Key words: Syphilis, T. pallidum, blood donors, VDRL, FTA-ABS.

3,222 nuevos casos de sifilis adquirida,! cifra similar a
los casos nuevos de VIH/SIDA reportados en el mismo
periodo.? Esta cifra adquiere relevancia considerando
gue para ese mismo afio, se obtuvieron poco mas de un
millén de donadores de sangre, es decir que de acuer-
do a la prevalencia promedio reportada 0.11%,2 se es-
perarian poco mas de 10,000 casos nuevos de sifilis
adquirida cada afio. A pesar de este subregistro, es bien
conocido el riesgo de transmision por via sanguinea de
donadores portadores del T. pallidum,® por lo que es
una préctica obligatoria realizar las pruebas necesa-
rias para deteccion y exclusion de los donadores de
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sangre portadores de esta infeccién.® Sin embargo, no
hay informacion disponible en la literatura nacional
sobre casos de sifilis adquiridos por transfusién san-
guinea, para dar una dimensién real de este mecanis-
mo de transmisién.”

En Meéxico, la deteccidn de sifilis en los donadores
de sangre se desarrolla en dos etapas:® La primera com-
prende la evaluacién clinica, que junto con los antece-
dentes personales del candidato a disponente, permi-
ten excluir aquella persona con practicas de riesgo o
con datos de infeccion de esta enfermedad. La segun-
da etapa, es la deteccion en un disponente clinicamen-
te sano de los marcadores seroldgicos de tamizaje para
la deteccion de T. pallidum. En esta evaluacién de la-
boratorio se emplean técnicas indirectas o no treponé-
micas como: el VDRL (Veneral Disease Research La-
boratory, por sus iniciales en inglés) y la prueba de
RPR (prueba rapida de reagina). Sin embargo, estas
pruebas presentan limitaciones técnicas como su baja
especificidad y problemas de reproducibilidad, la falta
de automatizacién, la condicién subjetiva de su eva-
luacion y la amplia variabilidad interobservador que
afecta la confiabilidad en los resultados.®®

La legislacion mexicana® establece que deberan ex-
cluirse como disponentes de sangre: “Aquellos que en
el altimo afio tengan antecedente de sifilis...”, asi como
“a los que tengan reactividad en la prueba serolégica
para identificacion de reaginas contra sifilis, mediante
una prueba de aglutinacién de particulas”. Estéa claro
que este criterio se basa en el empleo de pruebas no
treponémicas y no consideran especificamente la utili-
zacién de otro tipo de técnicas. En la Gltima década se
han difundido ampliamente las técnicas treponémicas,®?
basadas en ensayos inmunolégicos especificos (ELISA),
que permiten sistematizar el estudio de los donadores
de sangre mediante pruebas con mayor carga de traba-
jo, aumentando la sensibilidad y especificidad en la de-
teccion de los anticuerpos contra el T. pallidum.®

El objetivo del presente trabajo es mostrar los re-
sultados de una estrategia especifica para la deteccién
de anticuerpos contra el T. pallidum en candidatos a
disponentes de sangre, utilizando en la fase de tami-
zaje de laboratorio una prueba treponémica basada en
técnicas inmunoenzimaticas, validando los resultados
de acuerdo a la concordancia con las técnicas tradicio-
nales de VDRL o inmunofluorescencia (FTA-ABS).

Material y métodos
Se incluyeron consecutivamente a los candidatos a

disponentes del Banco de Sangre de Médica Sur, some-
tidos a evaluacidn clinica del mes de octubre de 2002 al

Médica Sur, México

mes de diciembre de 2004, de acuerdo a los criterios
legales vigentes.® En las muestras de suero se efectud la
blasqueda de anticuerpos totales (IgG e IgM) especificos
contra el T. pallidum, mediante una técnica de micro-
ELISA de captura. Se emplearon dos marcas comercia-
les de tercera generacién (Trepanostika® bioMérieux bv
y ETI-Treponema plus, Diasorin), ambos productos em-
plean antigenos recombinantes del T. pallidum (p15, p17
y p47) que se encuentran fijos a la superficie interna de
los pozos de la microplaca y estan conjugados con la enzi-
ma peroxidasa de rabano. Si la muestra problema con-
tiene anticuerpos anti-treponema, se forma el complejo
antigeno-enzima-anticuerpo, donde el peréxido de hidré-
geno actlia como sustrato y la tetrametilbencidina como
cromdégeno. Dentro de ciertos limites, la cantidad de an-
ticuerpos contra el T. pallidum contenido en el suero
problema es directamente proporcional a la intensidad
del color desarrollado. El punto de corte se obtuvo consi-
derando el promedio de los valores de absorbancia de los
controles negativos de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (promedio de absorbancia 0.048). En cada co-
rrida se incluyeron los controles internos con resultados
conocidos como repetidamente negativo, positivo inten-
so y positivo débil (que en nuestra experiencia los valo-
res promedio de absorbancia son 0.052, 2.117 y 1.474,
respectivamente). Los resultados de las lecturas se mi-
dieron en términos de absorbancia, posteriormente se
obtuvo el cociente del valor de absorbancia de la muestra
problema entre la absorbancia del punto de corte (CP/
PC) de la misma corrida (valores promedio de 0.398, IC
95% 0.392-0.404). Asi se definieron como reactivas para
T. pallidum aquellas muestras serolégicas con resulta-
dos del cociente P/PC = 0.300, dividiéndose en tres es-
tratos, de 0.300-0.999, el segundo de 1.0-1.999 y el Ulti-
mo con C P/PC = 2.0. En la misma muestra de suero se
realizé simultdneamente la prueba no treponémica de
VDRL, asi como una prueba treponémica mediante la
fijacion del T. pallidum con anticuerpos policlonales fluo-
rescentes FTA-ABS (Figura 1).

Para cada una de las tres pruebas, se incluyeron
sueros previamente conocidos con resultados negati-
Vo, positivo débil y positivo intenso para cada marca-
dor en estudio.?

Se describen los resultados obtenidos en los valores
de la absorbancia de la muestra problemay del punto de
corte, asi como el cociente P/PC (variable continua), res-
pecto a los resultados de reactividad del VDRL y el FTA-
ABS (variable categdrica). El valor critico por inmunoen-
sayo, para definir al caso como positivo se obtuvo
mediante el andlisis del area bajo la curva ROC (Recei-
ver Operating Characteristic, por sus iniciales en inglés),
gue analiza la sensibilidad de la prueba en funcién de los
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Anti-Treponema pallidum
micro ELISA

Muestra por duplicado
|

Ambos pozos Un pozo + Ambos pozos positivos
negativos un pozo - (cociente P/PC > 0.300)
I I I
Prueba Repetir Prueba
no reactiva microELISA reactiva
VDRL u
Figura 1. Diagrama de estudio de
Prueba confirmatoria los anticuerpos anti-Treponema pa-
FTA ABS Ilidum en los candidatos de dispo-
nentes de sangre.

Anti-Treponema pallidum
microELISA

I
Muestra por duplicado
(n 6,850)
I

(n 6,734/98.3%) (n 116/1

Prueba no reactiva Prueba reactiva

7%)

VDRL reactivo
(n 42/0.61%)

FTA ABS reactivo
(n 45/0.65%)

FTA ABS y VDRL reactivo Sélo VDRL reactivo
(n 36/31.0%) (n 6/5.2%)

Sélo FTA ABS reactivo Ambos negativos
(n 9/7.7%) (n 65/56.0%)

Figura 2. Distribucion de resultados de acuerdo a la prueba empleada.

falsos positivos para distintos puntos de corte y permite
conocer el rendimiento global de la prueba.t

Resultados

Se evaluaron a 6,850 candidatos a disponentes de
sangre, en el periodo de estudio del mes de octubre
de 2002 al mes de noviembre de 2004. Se incluyeron
116 sujetos (1.7%) identificados como reactivos en los
resultados del inmunoensayo con valores de C P/PC
> 0.300. De acuerdo al diagrama propuesto en todos
los casos se efectud la determinacion de FTA-ABS y
VDRL. Ambas pruebas resultaron reactivas en 36
casos (31.0%), sélo el VDRL reactivo en seis sujetos
(5.2%), Unicamente FTA-ABS en 9 mas (7.8%) y en
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Cuadro I. Distribucion de pruebas complementarias reactivas de acuerdo a
los valores del cociente problemal/punto de corte.

Valor del C P/PC Ninguna FTA-ABS VDRL Ambas
(n75) (n 34) (n 6) (n29)
<0.999 (n 27) 27 (0.92) 1(0.04) 1(0.04) 0
1.000-1.999 (n 52) 40 (0.77) 5(0.10) 3(0.06) 4(0.07)
> 2.000 (n 37) 0 2 (0.06) 3(0.08) 32 (0.86)

(NUmero de casos y porcentaje).

65 casos (56.0%), ambos resultados negativos o no
reactivos en (Figura 2).

De acuerdo a los valores obtenidos de C P/PC
(Cuadro 1), con relacion < 0.999, no se observo reac-
tividad en VDRL o FTA-ABS en 27 casos (propor-
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cién 0.92), mientras que para cada prueba aislada se
documento reactividad en un solo caso (proporcion
0.04). Cuando el cociente se ubic6é entre 1.000 a
1.900, en 40 casos (proporcién 0.77), no mostro reac-
tividad para ninguna de las dos pruebas complemen-
tarias, con cinco casos reactivos para FTA-ABS (pro-
porcién 0.10) y para VDRL en tres casos mas
(proporcién 0.06) y con ambas pruebas en cuatro
donadores mas (proporcion 0.07). Finalmente con
resultados de C P/PC = 2.0, siempre hubo reactivi-
dad, bien sea para FTA-ABS en dos casos (propor-
cién 0.06), el VDRL en tres casos (proporcién 0.08)

1.004

754

.50

Sensibilidad

.25+

0.00 T T
0.00 .25 .50 .75 1.00

I-Especificidad

Positivo con valores

de C P/PC = de: Sensibilidad 1 - Especificidad

0.316 1.000 .987
0.508 1.000 961
0.997 .970 .649
1.001 .970 .636
1.557 672 .039
2.109 .642 .039

Area: 0.915 (IC 95% 0.870-0.961, error estandar 0.023)

Figura 3. Coordenadas de la curva ROC del valor del cociente
problema/punto de corte.

0 en ambas pruebas con la mayoria de los casos que
fueron 32 casos (proporcion 0.86).

Para determinar el valor critico del resultado del C
P/PC, donde se definen a los sujetos reactivos mediante
la técnica de inmunoensayo, se consideraron todos los
sueros con resultados simultaneamente reactivos para
FTA-ABS y VDRL bajo la propuesta de verdaderos po-
sitivos. Los valores del area bajo la curva y de las coor-
denadas, donde el menor valor del punto de corte es el
minimo observado menos 1y el mayor valor del punto
de corte es el valor maximo observado més uno, mien-
tras que los restantes valores del punto de corte son los
promedios de dos valores observados consecutivamen-
te (Figura 3). Asi se muestran que los valores criticos
del C P/PC son de 0.915 (IC 95% 0.870-0.961).

Respecto a los resultados de las pruebas diagnésti-
cas del cociente P/PC (Cuadro Il), la prueba treponémi-
ca de FTA-ABS muestra sensibilidad del 91.0% (I1C 95%
84.2-97.9), especificidad del 97.4% (IC 95% 93.8-100),
valor predictivo positivo de 96.8% (92.5-100) y valor
predictivo negativo del 92.6% (IC 95% 86.9-98.3%). El
cociente de probabilidades positivo de 35.0 (IC 95% 8.91-
137.9) y el negativo de 0.09 (1C 95% 0.04-0.20). La prueba
de VDRL mostré sensibilidad del 81.4% (I1C 95% 69.8-
93.0). Laespecificidad, el valor predictivo positivo (VP+)
y la razén de verosimilitud positiva (LH+), no fueron
valorables por la ausencia de casos falsos positivos. El
valor predictivo negativo (VP-) fue del 89.6% (IC 95%
82.8-96.4%) y la razén de verosimilitud negativa (LH-)
de 0.19 (IC 95% 0.10-0.35).

Al evaluar la reactividad con ambas pruebas suple-
mentarias (VDRL y FTA-ABS) muestran sensibilidad
del 43.3% (IC 95% 31.4-55.1), especificidad del 100%,
valor predictivo positivo de 100% y valor predictivo
negativo del 67.0% (IC 95% 58.4-75.6%). El cociente
de probabilidades positivo no es valorable y el LH- fue
de 0.57 (IC 95% 0.46-0.70). Cuando se considerd la reac-
tividad de una sola de las pruebas suplementarias
(VDRL o FTA-ABS), se observo sensibilidad del 100%,
especificidad del 97.4% (IC 95% 93.8-100), valor pre-

Cuadro Il. Resultados en la comparacion de las pruebas suplementarias y C P/PC.

Pruebas diagnésticas

Prueba resultado Sensibilidad Especificidad VP+ VP- LR+ LR -
FTA-ABS 91.0 97.4 96.8 92.6 35.0 0.09
VDRL 81.4 100 100 89.6 NA 0.19
Pruebas reactivas

Ambas 43.3 100 100 67.0 NA 0.57
Una 0 mas 100 974 97.1 100 38.5 NA

(%). VP+: Valor predictivo positivo. VP-: Valor predictivo negativo. Cociente de probabilidad positivo. LH-: cociente de probabilidad negativo.

Médica Sur, México
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dictivo positivo de 97.1% (IC 95% 93.1-100) y valor
predictivo negativo del 100%. El cociente de probabili-
dades positivo fue de 38.5 (IC 95% 9.80-151.1) y no fue
aplicable la razon de verosimilitud negativa.

Discusién

En candidatos a disponentes de sangre, la deteccion
de la infeccion por T. pallidum, dependera de la etapa
clinica de la enfermedad. En la infeccion o fase prima-
ria, el periodo de incubacién en el ser humano es aproxi-
madamente de 21 dias.>” La entrevista médica en la
seleccién del disponente, es una prueba de tamizaje
que permite eliminar a los sujetos que han tenido préac-
ticas sexuales de riesgo,*>!2 asi como aquéllos con ma-
nifestaciones clinicas de sifilis primaria o secundaria.
Sin embargo, en la fase de la sifilis latente, puede ocu-
rrir que el sujeto no tenga los antecedentes de riesgo,
aunque también puede darse la situacion de ser nega-
dos o no precisados por el disponente o bien carecer de
datos clinicos especificos de la fase de infeccién prima-
ria o secundaria, lo que llevaria a esta persona a ser
aceptada para la donacion de sangre.*

La etapa de sifilis latente puede ser diagnosticada
mediante la utilizacion de pruebas de laboratorio que
detecten anticuerpos o directamente la presencia del
treponema.? Durante la infeccién luética se producen
dos clases de anticuerpos, los anticuerpos anti-lipidico
inespecificos o reaginicos y los anticuerpos anti-trepo-
némico especificos. Las pruebas seroldgicas se dividen
en aquellas que detectan anticuerpos inespecificos,
como es el caso del VDRL o0 RPR, denominandose prue-
bas no treponémicas o bien mediante la identificacion
de anticuerpos o0 antigenos relacionados con el trepo-
nema, denominandose pruebas treponémicas.

En las pruebas de tamizaje se emplean mas comun-
mente las pruebas no treponémicas de VDRL o RPR;
estas técnicas, muestran una sensibilidad similar del
88-100% para la fase latente.’>'” Considerando que en
términos de interpretacion de resultados, las autori-
dades sanitarias sefialan Unicamente la reactividad de
la prueba (positiva o negativa), sin emplear los crite-
rios sobre el grado de actividad de la enfermedad que
representa el titulo sexologico.®

Latécnica de FTA-ABS es una prueba especificay fre-
cuentemente es empleada para confirmar los casos reacti-
vos a las pruebas de tamizaje, conservando un valor pre-
dictivo positivo elevado (100%), a pesar de tener una
frecuencia de falsos positivos de alrededor del 2%.178 Sin
embargo, con el avance tecnolégico, han incorporado téc-
nicas de laboratorio que emplea antigenos recombinan-
tes del Treponema pallidum, como el p52, p17 o p47.192
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Estas modificaciones han representado un gran avance,
pues permite evaluar simultaneamente a una gran can-
tidad de individuos, proporcionando resultados con lec-
tura 6ptica objetiva, que se generan automaticamente,
reduciendo el margen de error por transcripcién manual
de los datos. Todo esto permite una mejor interpretaciéon
de los resultados, llevando a los servicios de banco de
sangre a la necesidad de efectuar los estudios de valida-
cién necesarios para establecer la garantia de calidad en
los resultados obtenidos.

El empleo de las pruebas moleculares para la deteccion
del T. pallidum, estan en proceso de validacion y aun lejos
de aprobarse como técnicas de laboratorio en el tamizaje
en sujetos de bajo riesgo para la adquisicion de la enfer-
medad, como son los disponentes de sangre, toda vez que
no existe concordancia entre la identificacion del ADN o
ARN del T. pallidum en sujetos con pruebas seroldgicas
positivas.*"1° Es decir la reactividad serolégica no es evi-
dencia de infectividad.'’ La mayor sensibilidad y especifi-
cidad de las pruebas de ELISA durante todas las etapas
clinicas de la sifilis, junto con el hecho de ser una prueba
simple, objetiva y automatizada, la convierten en la técni-
cade eleccion para el estudio de los donadores de sangre.

La importancia de la deteccidn de sifilis en poblacion
de bajo riesgo, como son los donadores de sangre, radica
en que ésta es una enfermedad susceptible de ser elimi-
nada de la poblacion, toda vez que no existe un reservo-
rio animal y se limita a una enfermedad exclusiva del ser
humano, ademas de existir tratamientos altamente efi-
caces en la eliminacién de esta espiroqueta.'
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